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Uber den EinfluB stereoisomerer Zucker , 
sowie nicht spaltbarer Kohlehydrate und Glucoside’ 
auf die Wirksamkeit des Hefeinvertins. 


Von 


Richard Kuhn. 





Sechste Mitteilung iiber Spezifitat der Enzyme. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Dezember 1923.) 


In der dritten’) und finften’) Mitteilung der vorliegenden 
Untersuchungsreihe wurde erkannt, daB das Verhalten gewisser 
zuckerspaltender Enzyme zur «- und #-Form der Glucose 
qualitativ verschieden ist. Fiir die Saccharase der Lowenbriuhefe 
geht nun aus den folgenden Beobachtungen hervor, daB das 
Hemmungsvermégen von Monosacchariden nicht allgemein 
entweder nur durch die hoch- oder niedrigdrehende Modi- 
fikation derselben bewirkt wird. Wiahrend die Ubereinstimmung 
zwischen frisch geléster und Gleichgewichts-Fructose durch 
die Schnelligkeit der Isomerisierung erklirt werden kann‘), 
zeigen nach Tab. I auch verschiedene Formen der d-Mannose 
und ]-Arabinose, die nach C. 8. Hudson und E. Yanovsky*‘) 





1) Diese Zs. Bd. 127, S. 234 (1928). 

2) Ebenda, Bd. 129, S. 57 (1923). 

3) In dem bereits mitgeteilten Beispiel (Versuch Nr. 5 der Tab. 1 
der fiinften Mitt.) verlief die Mutarotation der Ketose etwa zehnmal 
schneller als die Inversion des Rohrzuckers. 

4) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 39, 8. 1013 (1917). 
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nur drei- bzw. fiinfmal schneller mutarotieren als Glucose, fast 
gleiches Verhalten. Die hemmende Wirkung der frisch ge- 
lésten Zucker ist zwar durchwegs geringer als die der Gleich- 
gewichtslisungen, doch iiberschreiten diese Differenzen die mig- 
lichen Versuchsfehler nicht stark. Einen bedeutenden Unter- 
schied findet man nur bei der Galaktose. Im Gegensatz zum 
Traubenzucker wird aber in diesem Falle auch durch die 
«-Modifikation die Spaltungsgeschwindigkeit des Rohrzuckers 
stark verzégert. Diese Verzégerung ist etwa doppelt so stark 
wie die von den anderen Hexosen bewirkte. Sie diirfte aber 
in aguimolarer Lisung die Wirkung der Pentose nur wenig 
iibe tr ffen. Eine allgemeine Beziehung zwischen der Kon- 
figuration der Zucker und ihrer Affinitit zur Saccharase ist 
nicht zu erkennen. 





Tabelle I. 


Die Wirkung stereoisomerer Monosaccharide. 























Reaktionskonstante | y,,.. 
N Zucker in 100 cem: |a-Form')}|- ite 
Nr. . -| . mun 
3,422 g¢ Saccharose + (°/,) der Muta-) der In S 
rotation | version (°/,) 
(20°) | (30°) 
1 Ohne Zusatz _ - | 0,0158 _- 
2 2,00g  a-d-Glucose 100 0,0065 | 0,0159 0 
3 | 2,00¢  3-d-Glucose 0 0,0065 | 0,0134, 15 
4 | 200g a-9-d-Fructose 37 — | 00181 17,5 
5 2,00g  §-d-Fructose 0 0,082 | 0,0134 15 
6 | 2,00g «-3-d-Mannose 62 — | 0,0135, 14 
7 2,00 g 3-d-Mannose 0 0,019 | 0,0140, 11 
8 2,00g  a-d-Galaktose 100 0,0102 | 0,0103 35 
9 2,00 g a-3-d-Galaktose 31 — | 0,0083, 47,5 
10 | 0,15¢ alibi 0 0,031 | 0,0187, 13,5 
11 | 0,75g a-3-l-Arabinose 42 — | eee 16,5 






Unter den gewiahlten Konzentrationsbedingungen hat das Invertin 
auf die Geschwindigkeit der Mutarotation von Glucose und Galaktose 
keinen merklichen Einflu8.*) 





,o & Sk 


*) Siehe auch J. M. Nelson u. F.M. Beegle, Jl. Am, Chem. Soc. 
Bd. 41, S. 559 und zwar S. 572 (1919). 

















Uber den EinfluB stereoisomerer Zucker usw. 3 

















a) 1,000 g 6-Glucose + 2 cem m/3-| b) 1g 9-Glucose + 2cem Saccha- 
Phosphat zu 50 ccm; py, = 4,60 rase b + 2cem m/3-Phosphat 
2dm-Rohr; 19,2°. zu 50 cem; py = 4,58. 

Zeit | Drehung be 108 Zeit Drehung | k-104 
(Min.) | (°) (Min.) | (°) | 
0 | [0,71] — 0 (0,71] ~ 
8 | 0,85 72,5 7,5 | 0,85 70,5 
12 | 0,92 «| BRB 15 | 0,97 69 
16,7 | = 1,00 70 2 «=| ~~ 1,05 70,5 
24 ' 1,10 69,5 25 112 | 10,5 
41 | 1,80 69,5 36 1,30 71 
57 | 1,45. 71 51 1,40 70 
D 1,94 — D 1,94 — 
Mittel: 70 Mittel: 70,5. 





Zu den Versuchen der Tabellen I, II] und IV (Nr. 1—3) 
diente die von R.Willstatter und W.Wassermann?) dargestellte 
Invertinlésung b der zweiten Mitteilung *) (+ 0° = 0,85 Min.) 

Am Beispiel der ,,Maltase aus Bierhefe“ haben L. Michaelis 
und P. Rona*) zum ersten Male auf die verschiedenartige 
Natur der Hemmungen der Fermentwirkungen aufmerksam 
semacht. Sie fanden, da es gewisse Stoffe gibt, die gleich 
dem Substrat zum Enzym Affinitat besitzen, und andere, durch 
deren Gegenwart die Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment- 
substratverbindung herabgesetzt wird. Von diesem Gesichts- 
punkte aus sind L. Michaelis und H. Pechstein‘) der ,,prin- 
zipiellen, héchst wichtigen Frage“ naiher getreten, ob das In- 
vertin zu glucosidisch gebauten Stoffen, die es nicht zu spalten 
vermag, auch keine Affinitét besitzt oder ob Bindungs- und 
Spaltungsvermégen des Enzyms unterschieden werden kénnen. 
DaB letzteres nicht zutrifft, haben Michaelis und Pechstein 
an vier Beispielen dargetan. Milchzucker, Malzzucker, 8- und 
a-Methylglucosid binden nimlich das Invertin nicht. Die ersten 
drei waren fir die Inversionsgeschwindigkeiten tiberhaupt ohne Be- 
lang, wihrend a-Methylglucosid den Zerfall der Enzym-Zucker- 
bindung hemmte, wie es z. B. auch fiir das Glycerin festgestellt wurde. 


1) Diese Zs. Bd. 123, S. 181 (1922). 

2) Diese Zs. Bd. 125, S. 28 (1922/23) und zwar S. 38. 

8) Biochem. Zs. Bd. 60, $.62(1914). +) Biochem, Zs. Bd. 60, S.79(1914). 
'* 
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Tabelle II. 
Inversion bei 30,00 + 0,05°. Polarisation bei 20°. 











Zucker 


0,1 n-Saccharose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n. 
6-Mannose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n. 
a 3-Mannose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n. 
a-Galaktose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,11 n. 
a-3-Galaktose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,05 n. 
6-l-Arabinose 


0,1 n-Saccharose 
+ 0,05 n. 
«-(-1-Arabinose 





Zeit 
(Min.) 





Dreh- 
ung 

bs es 
[3,62] 
3.37 
1,813 


1,22 
0,66 


[4,10] 
3,85 
2,92 
1,90 
1,00 


[4,025] 
3,75 
2,75 
2,10 
1,38 


[6,09] 
5,87 
4,95 
4,35 
3,84 


[6,11] 
5,98 
5,42 
4,59 
3,77 


[4,75] 
4,48 
3,705 
2,625 
2,32 


[4,70] 
4,415 
3,55 
3,115 





2,30 





Dreh- 
ungs- 
ab- 


nahme 





Spal- 





k+10* 





Der Befund von Michaelis und Pechstein findet durch 
die in der Tabelle III folgenden Versuche, die mit bedeutend 
reinerem Enzymmaterial ausgefihrt sind, eine erweiternde Be- 
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stiitigung. Es zeigt sich, daB nicht nur die stereoisomeren 
Formen der Lactose und Maltose, sondern auch Cello- 
biose, Melibiose, Gentiobiose und Trehalose ohne sicher 
erkennbaren KinfluB auf die Inversionsgeschwindigkeit des 
Rohrzuckers sind. Neben diesen nicht spaltbaren Disaccha- 
riden verdient besonderes Interesse das Verhalten eines Poly- 
saccharids, das aus Fructosemolekiilen aufgebaut ist und trotz- 
dem von der Fructosaccharase der Hefe nicht hydrolysiert wird. 
Das ist das Inulin.') Aus der Tatsache, daB8 das Inulin die Wirk- 
samkeit des auf die Fructoside vom Robrzuckertyp eingestellten 
Enzyms in keiner Weise verindert, ist zu schlieBen, daB seine 
,lnvertinfestigkeit“ nicht auf einen unmerklich langsamen Zerfall 
der Enzym-Inulinverbindung zuriickzufiihren ist, daB vielmehr 


eine solche in nachweisbarer Menge iiberhaupt nicht gebildet wird. 

0,1 n-Rohrzucker +- 1°/, Inulin ,,.Kahlbaum“; py, = 4,5. Aus den 
nach 14,6 und 25,9 Min. beobachteten Drehungsabnahmen von 1,90 und 
2,95°, die einem Spaltungsgrad von 40,0 bzw. 62,2°/, entsprechen, ergibt 
sich k-10* zu 152 und 163. Der Mittelwert 157,5 stimmt mit der ohne 
Zusatz gemessenen Reaktionskonstanten 158 genau iiberein. 

Auf der nimlichen Ursache diirfte die Invertinfestigkeit 
der Starke beruhen. 

50 cem 0,278 n-Rohrzucker + 5 cem 20°/,iges NaH,PO, + 5 ecm 
Saccharase (+ 0° = 0,53 Min.) ad 100 cem. 





a) Ohne Zusatz b) 35 cem 2°/,ige lésliche Stirke 





in 100cem 
Zeit 5 cem ver- | Reduktions- Zeit ' 5 eem ver- | Reduktions- 
4 } 
brauchen | zunahme | brauchen | zunahme 


(Min.) | p/10-Jod?) | pro Minute (Min.) | n/10-Jod | pro Minute 





16 | 0,84 








| 
: | 0,119 4 0,131 
5,2 0,77 | 5,2 1,36 
0,119 0,108 
10,0 1,34 | 10,0 1,88 
Mittel: 0,119 Mittel: 0,119 





1) J. C. Irvine und E. St. Steele, Chem. Soc. Bd, 117, S. 1474 
(1920) fassen das Inulin als polymerisierte Anhydro-y-Fructose auf und 
vermuten, daB die eine Sauerstoffbriicke mit der im Robrzucker vor- 
liegenden iibereinstimme. 


*) Nach R. Willstaétter und G. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, 
S. 780 (1918). 
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Tabelle IIL. 


Die Saccharasewirkung wird durch nicht spaltbare 
Disaccharide nicht gehem mt. 


Inversion bei 29,98 + 0,05°, Polarisation bei 19,5°. 








Dreh- 
0,1 n-Saccharose + 





0,055 n. a-Lactose 
(2,000 g Hydrat ,,Merck“‘ 
in 100 cem; frisch ge- 

lést). 


0,055 n. a-3-Lactose 
(4 Stunden gestandene, 
in der Hitze bereitete 

Lésung). 


0,055 n. 5-Maltose 
(2g Hydrat ,,Merck“; 
2 Min. nach dem Lésen). 


0,055 n. a-9-Maltose 
(in der Hitze gelést; : . 0,365 
2 Stunden gestanden). } b, 1,360 
2,162 
3,01 


0,05 n. Trehalose 8, aa 
(1,89 g C,>H.,0,,-2H,0). 0,35 
1,165 
1,83 
2.65 
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0,05 n. «-§-Gentiobiose —~ 
(1,71 g Priiparat nach 0,29 
G.Zemplén'); 2mal mit 1,22 
Alkohol-Ather um- 1,94 
geschieden). 2,645 


0,032 n. a-§-Cellobiose -— 
(1,09 g tiber das Oct- 0,39 
acetat gereinigtes Prii- ; 1,54 

parat). k 2,11 
2,84 
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') Chem. Ber. Bd. 48, S. 233 (1915). 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
































Dreh- 
Zeit | Dreh- | ungs- | Spal- 
Nr. 0,1 n-Saccharose + ab- k-10* | Mittel 
i (Min.) ung sail tung ' 
a Hee [hie eo: ea eee ‘ 
8 | 0,05 n. «-$-Melibiose 0,0 | [7,48] — — — 
(1,71 g; nach C.S. Hud- 2,7 7,08 0,40 — — 
son’) dargestellt; nicht | 11,1 5,97 1,51 31,8 | 149,5 | 151 
krystallisiert). 15,7 | 5,52 1,96 | 41,2 | 147 
21.0 | 4,97 2,51 | 52,9 | 156 


Von den in glucosidhaltigen Lésungen ausgefiihrten In- 
versionsversuchen teilt Tabelle IV die bei Zusatz von Salicin, 
Helicin und £-Methylglucosid beobachteten Reaktionsverzége- 
rungen mit.”) Das Beispiel des Amygdalins, das ohne Wirkung 
ist, zeigt, daB sich auch innerhalb der engeren Gruppe der 
3-Glucoside bemerkenswerte Unterschiede im Verhalten zum 
Invertin finden. In hohem MaBe auffallend ist der folgende 
Vergleich der Wirkungen, den a@- und f-Glucose und die zu- 
gehorigen halbacetalartigen Methylderivate ausiiben. Die Zahlen 
beziehen sich auf 0,1 n-Rohrzucker- und 0,05 n-Traubenzucker- 
bzw. Glucosidlésungen: 











eres Hemmung iia Hemmung 
in %, in °/, 
a-Glucose . . 0 a-Methylglucosid . . | 65 
, 5-Glucose . . 7,5 6-Methylglucosid . . | 15 


Die Glucoside setzen die in Rohrzuckerlésungen von 
wechselnder Konzentration bestimmten Reaktionsgeschwindig- 
keiten um gleiche prozentische Betrige herab. 

Der auf diese Weise fiir das «-Methylglucosid schon von Michaelis 
und Pechstein erbrachte Nachweis, da8 das Invertin zu diesem Glu- 


cosid keine Affinitit hat, mége durch einige mit gereinigtem Invertin 
gewonnene Zahlen bestitigt werden. 





PT Dee ee ee ey ee et ee ee Derren 


1) C.S. Hudson u. T.S. Harding, Jl. Am. Chem. Soc. Bd. 37, 
S. 2734 (1915). 

*) Vgl. hierzu H. P. Barendrecht, Zs. f. physik. Chem. Bd. 49, 
S. 456 (1904) und zwar S. 464 f. 








(Fiir die Versuche Nr. 1—8 ist 4-104 ohne Zusatz 


Richard Kuhn, 


Tabelle IV. 


Das differierende Verhalten einiger 6-Glucoside. 


158.) 





0,1 n-Saccharose 
ae 


0,05 n. 6-Methyl- 


glucosid(,,Kahl- 
baum“) 


0,05 n-Salicin 
(,, Merck“) 


0,05 n-Amyg- 
dalin (,,Merck“‘) 


Ohne Zusatz?!) 


0,088 n-Helicin 


0,025 n-Octame- 
thy]l-lactose 


0,04 n-Tetrame- 
thy]-$-methyl- 


glucosid 











Zeit 


Drehung 


 %) 


Dreh- 


ungs- 
ab- 
nahme 








[3,045] 
2,71 
1,95 
1,45 
0,75 


[+ 1,95] 
+1,725 
+1,00 
+0,44 
~ 0,375 


[+1,69] 
1,40 
0,60 

—0,15 
—0,97 


[2,80] 
2,46 
1,78 
0,935 
0,18 


[0,81] 
0,73 
0,89 

+0,08 
—0,44 


[3,07] 
2,82 
1,96 
1,23 
0,61 


[2,75] 
2,425 
1,57 
0,88 
0,22 





0,42 
0,73 
1,25 


0,25 
1,11 
1,84 
2,46 


0,325 
1,18 
1,87 
2,53 








208 
228 
239 





Mittel 


1) Saccharaselésung der fiinften Mitteilung iiber Invertin von 
R.Willstatter u. K. Schneider, Diese Zs. im Druck; + 0° = 0,175 Min. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 








Dreh- 
0,1 n-Sacch Zeit ungs- | Spal- 
Nr}? ieee * Drehung| ab- tung | 4+10*| Mitte! 
+ (Min.) nahme 
(°) % (°) e (°/o) 


8 | 0,04 n. «-2,3,5,6- | 0,0 | [8,99] _ 
Tetramethylglu- | 1,9 3,73 0,26 


cose 6,8 3,07 0,92 | 24,6 | 181 | 201 
12,4 2,38 1,66 | 44,4 | 206 
19,0 1,71 2,28 | 61,0 | 215 


9 | 0,04 n. a-G-2,3, 5, 0,0 [3,92] — _ oni 
6 - Tetramethy!- 1,6 3,70 0,22 — — 


glucose 5,8 3,14 0,78 20,8 | 176 | 194 
12,5 2,30 1,62 | 43,3 | 197 
19,5 1,64 2,28 | 61,0 | 210 























Reaktionskonstanten mit je 0,4 cem Saccharase b in 100 cem bei 30°. 














; : 0,1 n-Rohr- P 
Reaktionsgemisch eng 0,05 n- 
zucker 
a) Obme Zusatz ..... =. 0,00220 0,00358 
b) 0,05 n. «-Methylglucosid . . 0,00080 0,00117 


Die Inversionsgeschwindigkeiten sind also um 63,5 und 67,5°/, 
verlangsamt worden. Fiir die Dissoziationskonstante einer Saccharase- 
«-Methylglucosidverbindung wiirde man dagegen die stark differierenden 
Werte 0,0021 und 0,0038 finden. 

Die zu den Versuchen Nr. 6—9 der voranstehenden Tabelle1V 
beniitzten methylierten Zucker hatte Herr Dr. H. H. Schlubach 
in freundlichster Weise zur Verfiigung gestellt. Ein EinfluB des 
permethylierten Milch- und Traubenzuckers konnte nicht 
mit Sicherheit festgestellt werden. Die in 1-Stellung freie 
Methylglucose hemmt merklich. Der Unterschied zwischen 
a- und «-3-Form liegt jedoch an der Grenze der Versuchsfehler. 

Ob der Hemmungsmechanismus der #-Glucoside dem- 
jenigen des a-Methylglucosids entspricht, wurde am Beispiel 
des Salicins gepriift. Es war mit Riicksicht auf das ver- 
schiedene Verhalten von «- und f-Glucose nicht ausgeschlossen, 
daB ein durch Invertin nicht spaltbares £-Glucosid vom In- 
vertin gebunden werden kénne. Die folgende, nach den Zahlen 
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Tabelle V. 


Hemmung des Invertins durch Salicin. 








Dreh- 


Zucker + Glu- Zeit Drehung — : Mitte! 


cosid (Min.) nahme 
Se. ) 


0,1017 n-Rohr- _ 
zucker 0,105 
0,45 
0,785 
1,065 


ce We Ws ag SRS eas til Mile aes ae. ae eS 


0,1017 n-Rohr- — 
zucker + 0,1 n- 0,70 0,05 
Salicin 0,32 

0,53 

0,70 


0,0508 n-Rohr- iat 

zucker 0,07 
0,40 
0,79 
1,00 


0,0508 n-Rohr- a 
zucker + 0,1 n- : 0,04 
Salicin 0,26 

0,49 

0,65 


Ones IIT Eo 


E 
& 
é 
& 
P 
a 
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0,0274 n-Rohr- ee 
zucker 0,05 
0,275 
0,515 

0,75 


0,0274 n-Rohr- — 
zucker + 0,1 n- 0,02 
Salicin 0.16 

0,31 

0,43 


0,0137 n-Rohr- 0,0 — 
zucker ') 1,3 0,025 
5,8 0,105 

12,3 0,21 

17,3 0,29 


























1) Wegen Wirkungsabnahme des Enzyms in stark verdiinnter 
Lésung sind die Versuche 7 und 8 nur untereinander, nicht aber mit 
den Versuchen i—6 vergleichbar. 





<i 





Uber den Einflu8 stereoisomerer Zucker usw. 


Tabelle V (Fortsetzung). 
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Dreh- 


Zucker + Glu- Zeit ungs- | Spal- 
Nr. its | Drehung] ab- | tune | &-10* | Mittel 
cosid (Min.) nahme ™ 
(°) (°) (°/o) 
8 0,0137 n-Rohr- 0,0 |[—2,388] -- — — 
zucker+0,in- | 1,3 | —2,405 | 0,017 — — 
Salicin ') 6,1 | —2,458 | 0,07 9,9 | 73,8 | 65.9 
12,0 | —2,505 | 0,117 | 16.5 | 65,0 
1s.2 | —2,543 | 0,155 | 21,8 | 58.8 























der Tabelle V berechnete Zusammenstellung zeigt jedoch, 
daB die Aktivitaéts-p-Kurve durch einen konstanten Salicingehalt 
keine Parallelverschiebung erleidet, daB vielmehr unabhingig 
von der Rohrzuckerkonzentration die Inversionskonstanten 
um annahernd gleiche prozentische Betrige erniedrigt werden. 





Konzentration der Saccharose 0,102 0,0508 0.0274 | 0,0137n. 


Hemmung durch 0,1 n-Sali- 
5 i a 41,8 36,6 





45,2 47,2 


Die fiir die Dissoziationskonstante einer Salicin-Invertin- 
verbindnng berechneten Werte wiirden um 100°/, differieren. 

Die vorliegende Untersuchung stiitzt somit die Anschauung, 
dab das katalytische Wirkungsvermégen des Invertins durch 
sein Bindungsvermégen bedingt wird, da die fermentative 
Spaltung des Rohrzuckers als Zwischenreaktionskatalyse auf- 
zufassen ist. Nach friiheren Ausfiihrungen iiber die Bedeutung 
der H’-Ionen fiir die enzymatische Hydrolyse zusammengesetzter 
Zucker und Glucoside?) hat aber die Vereinigung des Invertins 
mit dem Rohrzucker nicht mehr im Sinne von Michaelis 
und Pechstein gleichzeitig als hinreichende Bedingung fir 
den Hintritt der Hydrolyse zu gelten. 





1) Vgl. die FuBnote auf der vorhergehenden Seite. 
*) R. Kuhn, Die Naturwissenschaften 1923, Heft 35, S. 732 und 
zwar S. 740 ff. 
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Verzuckerung der Starke durch Emulsin. 
Von 


Richard Kuhn. 





(Mitteilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschafter 
in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Dezember 1923.) 


In salicylsiurehaltigen, wiBrigen Mandelausziigen ict ein 
stirkespaltendes Ferment von H. Will) vergebens gesucht 
worden.”) Die neuere Angabe H. v. Eulers’*), daB in seinem 
Laboratorium mit Mandelemulsin in keinem Stadium des 
Stirkeabbaues Bildung von Cellobiose beobachtet werden konnte, 
geht offenbar auf eine Untersuchung von O. v. Friedrich‘) 
zuriick, dem die Aufspaltung eines bei der Oxalsiurehydrolyse 
gebildeten Disaccharids (,,[somaltose“) mit Emulsin §gelang. 
Das Verhalten der Starke selbst scheint nicht gepriift worden 
zu sein. 

Aus den folgenden Versuchen geht hervor, daB sowohl 
aus bitteren wie aus siiBen Mandeln isolierte Ferment- 
priiparate lésliche Kartoffelstarke weitgehend verzuckern. Das 
Aciditatsoptimum der Hydrolyse liegt etwa bei py = 5,5. 
Die Inhaltssubstanz der Stirkekérner, die Amylose, lied 
sich durch ein nach der Vorschrift von R. Willstatter 





'. In C. Krauch, Landw. Versuchsstation Bd, 23, S. 75; Jahres- 
ber. 1878, S. 1035 fig. 

*) Die Anwendung verdiinnter Siure ist nach R. Willstitter und 
W. Csanyi, Diese Zs. Bd. 117, S. 172 (1921), fiir die Jsolierung des 
Emulsins ungeeignet. 

5) Chemie der Enzyme, II. Teil, 1. Abschn., 8. 270 (1922). 

4) Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. 5, Nr. 2 (1918); Chem. Zbl. 
1914 IL, S. 760. 
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und W. Csanyi') gereinigtes Praparat quantitativ in Malz- 
gucker verwandeln. Ob eine besondere Mandelamylase vor- 
liegt, steht noch nicht fest. Die hier mitgeteilten Beobach- 
tungen sind vielleicht geeignet, die teilweise #-glucosidische 
Natur der Starke, auf die nach P. Karrer?’) die Bildung 
von Livoglucosan bei der trockenen Destillation des Poly- 
saccharids *) deutet, auf neuem Wege wahrscheinlich zu machen.*) 


Experimenteller Teil. 


Die Verzuckerung léslicher Starke (C. A. F. Kahlbaum) 
durch ein von derselben Firma bezogenes Emulsin verlief bei 
px = 4,5 im ersten Drittel des Umsatzes monomolekular. 


25cem 2°/, iges Substrat + 1000 mg Emulsin + 5 ccm 1,45 mol. NaH,PQ, 
zu 50 cem; 30°. 








10 cem reduzie-| Zunahme des 
Zeit ren n/10-Jod Jodverbr. Spaltung k+10? 
(Min.) (eem) (cem) (°/,) 

0 5,64 0,00 — — 
2760 6,70 1,06 17,2 297 
3900 7,70 2.06 32,4 299 

wo ans (6,17) (100.0) sen 














Kin Kontrollversuch ohne Emulsin ergab nach 3000 Min. keine Zu- 
nahme des Reduktionsvermégens. Eine ,,Salzhydrolyse“ der Stiirke kommt 
bei den vorliegenden Versuchen, die unter reichlichem Toluolzusatz 
ausgefiihrt wurden, nicht in Frage. 


Der zeitliche Verlauf der Hydrolyse durch ein aus siiBen 


1) A. a. O. und zwar S. 190 fig. 

*) Helv. chim. acta Bd. III, S. 258 (1920). 

5) A. Pictet und J. Sarasin, ebenda Bd. 1, S. 87 (1918). 

*) Fiir die hydrolytische Spaltung «-glucosidischer Bindungen durch 
Emulsinpriparate 1i8t sich nimlich, seitdem die $-Struktur des im 
Amygdalin enthaltenen Disaccharids erkannt ist [Chem. Ber. Bd. 56, 
S. 857 (1923)], kein Beispiel mehr anfihren. 
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Mandeln isoliertes, 160 mal wirksameres Praparat, verzigerte 
sich stark, nachdem ein Viertel der theoretischen Maltosemenge 
gebildet war. 


25 cem 2°/,ige lésliche Starke + 15 cem ,,Citrat“ (p,, = 5,0) + 200 mg 
Ferment!) zu 50 ecm; 30°. 








5eem verbr. | Zunahme des 
n/10-Jodlésung}| Jodverbr. Spaltung 
(eem) (Jo) 


0,60 _ 
1,00 13,0 
1,19 19,2 
120 1,35 7 24,4 
181 1,58 31,8 
420 2,10 i; 48,7 
1380 2.46 86 60,4 














Im Parallelversuch mit gekochter Enzymlésung verbrauchten 5 ccm 
des Reaktionsgemisches nach 215 Min. 0,58 ecm, nach 1420 Min. 0,59 cem 
n/10-Jod. 

Bei wechselnder Wasserstoffzahl wurden mit dem niim- 
lichen Emulsin in 2 Stunden folgende Reduktionszunahmen ge- 
messen (Mittelwerte fiir je 2 Proben von 10 ccm): 








m/5v0-Puffer Citrat | Citrat | Citrat | Citrat | Citrat 








eee 4,4 5,0 5,6 6,2 
Jodverbrauch . . . 0.10 1,88 2,34 2,60 2,50 




















Bei Ejinwirkung eines anderen Enzympraparates (aus 
bitteren Mandeln) auf Amylose?) entsprach das nach 2—3 Tagen 
beobachtete Reduktionsvermégen der Bildung von 98°/, der 
Theorie eines Disaccharids. 





1) Priiparat Nr. 3 der Tabelle 4 von R. Willstatter und G. Oppen- 
heimer, Diese Zs. Bd. 121, S. 183 (1922) u. zwar S. 192f. 
2) Uber die Darstellung wird eine demniichst erscheinende Unter- 


suchung itiber Amylasen berichten. 
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20cem Amyloselésung (185 mg Trockensubstanz) + 10 cem m/15-Phosphat 
(Py, = 5,2) + 84,6 mg Emulsin’) zu 50 cem; 30°. 

















7° 10 cem redu- Reduktions- 
saat zieren n/10-Jod Zunahme Spaltung 
(Min.) (ecem) (°/,) 

0 0,50 a es 
2460 2.65 215 oad 
4000 2,74 2,24 98,3 

- - (2,28) (100,0) 











Mit gekochter Emulsinlésung war nach 3200 Min. keine Reduktions- 
zunahme zu erkennen. 

Zum Nachweis der Spaltprodukte wurden 150cem Amylose- 
lésung (nicht elektrodialysiert; Trockengehalt = 1,32°/) mit 10 cem Acetat- 
gemisch (p,, = 5,4), 200 mg Emulsin und 10 ccm Toluol bei Zimmertempe- 
ratur versetzt. Eine nach 20 Stunden entnommene Probe blieb auf 
Zusatz von Jodlésung farblos. Nach 60 Stunden wurde die Hilfte der 
klar gewordenen Lésung mit 6 g Natriumacetat aufgekocht, filtriert und 
mit 4 g Phenylhydrazinchlorhydrat im siedenden Wasserbade erhitzt, 
wobei keine Ausscheidung von Glucosazon zu beobachten war. Die 
beim Erkalten ausgeschiedenen citronengelben Nadeln zersetzten sich, 
nachdem sie zweimal aus Wasser umkrystallisiert worden waren, zwischen 
189 und 190°. 

101,3 mg des Osazons, in 4 cem Pyridin + 6 cem Alkohol gelést, 
drehten im 2 dm-Rohr + 1,50°, entsprechend [a]p}*° = 74° statt 75°. 

Die zweite Halfte wurde, mit Toluol iiberschichtet, durch Kollodium 
gegen 200 ccm Wasser dialysiert, dessen Drehung im 4 dm-Rohr (18,5°) 
+ 1,67° (= 0,317°/, Maltosehydrat) betrug. Aus dem fiir 20 ecm be- 
stimmten Jodverbrauch von 3,41 und 3,43ccem berechnet sich in Uber- 
einstimmung damit der Gehalt zu 0,308%. 





) Priparat Nr. 5 der angefithrten Tabelle von R. Willstitter 
und G. Oppenheimer. 
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Molekulargewichtsbestimmungen von Aminosiuren in salz- F- 
haltigen, waBrigen Lésungen. 


Von 
Paul Pfeiffer und Olga Angern. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Dezember 1923.) 


Die vorliegende Arbeit liefert einen Beitrag zur Frage 
nach der Existenz der Neutralsalzverbindungen der Amino- 
siuren, bzw. ihrer Komplexionen in wiBriger Lisung. Nach 
einer Mitteilung von P. Pfeiffer, J. Wiirgler u. Fr. Wittka! 
sind es drei Tatsachenreihen, die fiir die Auffassung sprechen. 
daB die Neutralsalzverbindungen der Aminosiiuren auch in 
wiBriger Loésung bestehen kénnen. 

Der wichtigste Beweis liegt in der Tatsache, daB die Lis. 
lichkeit der Aminosiiuren in Wasser durch Neutralsalze viel- f 
fach stark erhéht wird, jedenfalls immer dann, wenn es ge- f 
lingt, entsprechende Neutralsalzverbindungen in krystallisierte: § 
Form zu isolieren. Beweisend ist auch das Studium der Ande 
rung der Drehungswerte aktiver Aminosiuren in wiBriger Lé- F- 
sung durch Neutralsalze und der Befund, da salzhaltige — 
wiBrige Aminosiurelésungen anomal kleine Gefrierpunkts- 
depressionen zeigen, die auf das Verschwinden selbstindiger 
Molekiile hindeuten. 

Leider kénnen wir bei dem heutigen Stand der Theorie 
der Lisungen noch nicht genau angeben, ein wie groBer Anteil 
der Aminosiiuren in wiBriger Lisung an die Salzmolekiile. 


!) Chem. Ber. Bd. 48, S. 1988 (1915). . 
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bzw. ihre Ionen gebunden ist. Auch die vorliegende Arbeit 
bringt keine vollstindige Loésung dieses wichtigen Problems, 
immerhin sind eine Keihe von Ergebnissen erzielt worden, die 
unsere Kenntnisse iiber den Zustand salzhaltiger Aminosiiure- 
lésungen wesentlich erweitern. 

Als allgemeines Ergebnis unserer Untersuchung sei zu- 
nichst hervorgehoben, daB die Aminosiuren in wiBrigen Salz- 
lésungen ausnahmslos zu kleine Gefrierpunktserniedrigungen 


zeigen. Um nun sicher zu sein, dai} die gefundenen anomalen 


Werte im wesentlichen dadurch bedingt werden, daB sich 
Aminosiuremolekiile an die Salzionen (und die Salzmolekiile} 
addieren und so fiir die Gefrierpunktserniedrigungen nicht 
mehr in Betracht kommen, war es vor allem notwendig fest- 
zustellen, ob bei der Berechnung der theoretischen Werte 
der Erstarrungspunktserniedrigungen der Aminosiuren in 
wiBrigen Salzlésungen, als molekulare Gefrierpunktsernied- 
rigung der fiir reines Wasser giiltige Wert 18,6 genommen 
werden darf. Zu diesem Zwecke wurden die Gefrierpunkts- 
erniedrigungen von Jodkalium in reinem Wasser und 
in waBrigen Loésungen von Kochsalz und Natriumacetat 
bestimmt, wobei solche molekulare Konzentrationen  ge- 
wihlt wurden, wie sie auch fiir die Aminosiuren in Betracht 
kamen. 

DaB wir gerade die Depressionen von Salzen in salz- 
haltigem Wasser gemessen haben, hat seinen Grund darin, 
da8 die Aminosaiuren nach neueren Arbeiten dipolartige Ver- 
bindungen der Formel *H,N—R—COO7 sind, also salzartige 
Konstitution besitzen.’) 

Unsere Messungen sind in den folgenden beiden Tabellen 
zusammengestellt: 


Molekulargewichtsbestimmungen von KJ. 
At = Gefrierpunktserniedrigung in reinem Wasser. 
At’ = Gefrierpunktserniedrigung in kochsalzhaltigem bzw. natrium- 
acetathaltigem Wasser. 


1) P. Pfeiffer, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1762 (1922). P. Pfeiffer 
und G. Haefelin, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1769 (1922). N. Bjerrum, 
Zs. physikal. Chem. Bd. 104, 8. 147 (1928). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 2 
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18 Paul Pfeiffer und Olga Angern, 
a) Bestimmungen in kochsalzhaltigem Wasser. 
Lésungsmittel: 20 g Wasser, bzw. eine Lésung von 0,01 Molen 
NaCl in 20 g Wasser. 
Tabelle L. 
T 
Mole KJ = |_—(0,005 | 0,010 0,015 0,020 
— ) a SS = a eee eee 
At } 0,857 1,715 2,545 3,375 
At 0,860 1,710 2,580 3,430 
At-4¢ | —0,008 + 0,005 — 0,035 — 0,055 
t — | | 
100 4a = : | — 0,3°/o + 0,3°/5 — 1,4°/, — 1,69, 
b) Bestimmungen in natriumacetathaltigem Wasser. 
Lésungsmittel: 20g Wasser, bzw. eine Lésung von 0,01 Molen 
Natriumacetat in 20 g Wasser. 
Tabelle IL. 
a F 
Mole KJ | At Al At—A?t 100 = =A! 
0,01 | 1,715 1,741 — 0,026 — 1,5°/, 











Wir entnehmen diesen T'abellen, daB, solange auf 0,01 Mole 
Kochsalz nur 0,005 bzw. 0,01 Mole Jodkalium kommen, die 
Gefrierpunktserniedrigungen fiir Jodkalium unabhingig vom 
Kochsalzgehalt des Wassers sind. Steigt die Konzentration 
der Lésung des Jodkaliums auf 0,015 und 0,020 Mole, so 
treten zwar Abweichungen zwischen 4¢ und 4?’ auf, doch 
sind dieselben noch so gering, daB sie fiir unsere Zwecke nicht 
ins Gewicht fallen. 

Auch in natriumacetathaltigem Wasser zeigt Jodkalium 
fast die normale Gefrierpunktsdepression. 

Um nun dem System Salz + Aminoséure noch naher zu 
kommen, haben wir auch noch die Depressionen von Ammo- 
niumacetat in reinem Wasser und in einer waBrigen Jod- 
kaliumlésung miteinander verglichen, wobei Ammoniumacetat 
als Ersatz fiir Glykokoll gedacht ist: 

K+ + J- + +H,N—CH,—COO- 





Kt + J— + +(H,N) + CH,—COO- 
—— — 











tat 
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' Auch hierbei ergab sich, wie die nachstehende Tabelle zeigt, 


nur ein geringer Unterschied zwischen den Depressionswerten 


des Ammoniumacetats in reinem Wasser und in wiBrigem 


Jodkalium. 
Tabelle III. 


Lésungsmittel: 20g H,O (4?) bzw. eine Lésung von 0,01 Molen 
Jodkalium in 20g H,O (47). 





1 














Mole | At—A?t 
| NH,(OCOCH,)| At At At- At | 100-——— 
0,01 | 1,648 1,670 — 0,027 — 1,6 %, 











Aus diesen Versuchen diirfen wir wohl den Schlu8 
zichen, daB die zum Teil recht groBen Depressionsanomalien, 
die wir fiir die Aminosiuren in waBrigen Salzlésungen finden, 
nicht darauf beruhen, daB das Wasser durch den Salzzu- 
satz eine Anderung seiner Gefrierpunktskonstante erfihrt, 
da8 sie vielmehr im wesentlichen durch das Wegfangen von 
Aminosiuremolekiilen durch die Salzionen bzw. Salzmole- 
kiile bedingt werden. Doch sind wir der Ansicht, da8B die 
gefundenen Anomalien nur ein angenihertes Maf fiir die 
Additionsreaktionen sind, da sich noch Effekte iiberlagern, 
die von der Kinwirkung des Wassers auf die geliésten 
Stoffe herriihren, sich aber im einzeln noch nicht iibersehen 


| lassen. 


I, Vergleich der Aminosaduren in bezug auf ihre Additions- 


fahigkeit. 

Ks wurde das Verhalten der Aminosduren: Glykokoll, 
Sarkosin, d,l-Alanin, Glycylglycin und Diglycylglycin gegen 
Neutralsalze studiert; als Neutralsalze kamen Chlornatrium, 
Jodkalium, Chlorstrontium und Chlorbarium zur Verwendung. 
Um ein streng vergleichbares experimentelles Material zu er- 
halten, wurden in einer ersten Versuchsreihe die Depressionen 
von 0,01 Molen der Aminosiiuren in Lésungen von 0,01 Molen 
Chlornatrium und Jodkalium und 0,05 Molen Chlorstrontium 
und Chlorbarium in 20 g Wasser gemessen, nachdem vorher 


Q* 





; 








e 
. 
, 
i 
i 
be 





20 Paul Pfeiffer und Olga Angern, 


die Gefrierpunktsdepressionen der Aminosiuren bei gleicher 
Konzentration in reinem Wasser bestimmt waren. Da in 
diese Versuchsreihe Diglycylglycin wegen Materialmangel nicht 
aufgenommen werden konnte, so wurde noch eine zweite 
Versuchsreihe angesetzt, in der die Mengen der Amino. 
siuren Glykokoll, Glycylglycin und Diglycylglycin bei gleichblei- 
bender Kochsalz- und Wassermenge auf 0,005 Mole reduziert 
wurden. 
Tabelle IV. 
Gefrierpunktsdepressionen der Aminosduren in 
reinem Wasser. 





Angewandte Menge H,0O: 20 g. 


Substanz- 

















! Depression Molekulargewicht 
menge in |— ae Sees ta 
Molen gef. ber. gef. ber. 
Glykokoll . . | 0,01 0,929 0,930 15,1 | 15,0 
Sarkosin. . .| 0,01 0,930 0,930 89,1 | 89,1 
d,l-Alanin . . 0,01 0,927 0,930 894 | 891 
Glyeylglycin .— 0,01 0,899 0,930 136,6 132,1 
Diglycylglycin . 0,005 0,430 | 0,465 204,5 189,1 


Tabelle V. 
Vergleich der Gefrierpunktsdepressionen von 
Glykokoll, d,l-Alanin, Sarkosin und Glycylglycin in 
salzhaltigen Lésungen. 


Alkalisalzlésungen: 0,01 Mole in 20g H,O. 

Erdalkalisalzlésungen: 0,005 Mole in 20 g H,0O. 

Aminosiurezusatz: 0,01 Mole. 

Gefrierpunktserniedrigung der Aminosaéuren in reinem Wasser = 
At"), in salzhaltigem Wasser = 4?. 


Prozentuelle Addition = 100 a =p 


*) Da Glykokoll, Sarkosin, Alanin und Glycylglycin in reinem 
Wasser fast die theoretische Gefrierpunktserniedrigung zeigen, so ist 
bei diesen Aminosiiuren fiir 4¢ der theoretische Wert eingesetzt worden: 
nur beim Diglycylglycin wurde fair 4¢ der in reinem Wasser experi 
mentell gefundene Wert gewihlt, da hier die Abweichung gréBer ist. 
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| 4¢ |4t-At |] p | At 

NaCl i 
Glykokoll | 0,800 | 0,130 | 14,0°/, | 0,763 
Sarkosin . 0,847 | 0,083 8,9 || 0,765 
d,]-Alanin 0,902 | 0,028 3,0 | 0,875 
Glyeylglycin . | 0,732 | 0,193 | 21,3 | 0,710 

| BaCl,, 2H,O 
Glykokoll . . | 0,670 | 0,260 | 28,0°/, 0,701 
Sarkosin. . . | 0,737] 0,193 | 20,7 || 0,747 
djl-Alanin . . | 0,790 | 0,140 | 15,0 | 0,784 
Glycylglycin . 0,662 | 0,268 | 28,8 || 0,623 


Tabelle VL. 


Gefrierpunktsdepressionen von Glykokoll, Glycyl- 
glycin und Diglycylglycin in kochsalzhaltigem Wasser. 


NaCl-Lésungen: 0,01 Mole in 20 g H,0. 
Aminosiurezusatz: 0,005 Mole. 
Bedeutung der Zeichen siehe die vorhergehende Tabelle.') 





At-—At p 
KJ 
0,164 | 17,6, 
0,165 | 17,7 
0,055 5,9 
0,220 | 23,6 
SrCl,, 6H,O 
0,229 | 24,6 °/, 
0,183 | 19,7 
0,146 | 15,7 
0,304 | 32,7 
































| At At At—At p 
Glykokoll. . . || 0,465 0,399 0,066 14,2 /, 
Glyeylglycin. .| 0,465 0,368 0,097 20,9 
Diglyeylglycin . 0,430 0,322 0,108 25,1 


Die in diesen Tabellen zusammengefaBten Resultate zeigen 
uns, daB sich die einzelnen Aminosiuren in ihrem Verhalten 
gegen Neutralsalze stark voneinander unterscheiden. 
wir die Aminosiuren nach zunehmender Additionsfaihigkeit, 
als deren Ma8 wir in erster Annaherung die prozentuelle Ab- 
weichung der Gefrierpunktserniedrigungen der Aminosiuren in 
salzhaltigem Wasser von ihren theoretischen Werten!) be- 
trachten wollen, so erhalten wir das folgende Bild: 


Ordnen 


NaCl: Alanin —> Sarkosin —> Glykokoll —> Glycylglycin 
—> Diglycylglycin. 


") Siehe auch die Anmerkung zur Tabelle V. 
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KJ: Alanin —> Sarkosin = Glykokoll —> Glycylglycin. 
SrCl,: Alanin —> Sarkosin —> Glykokoll —> Glycylglycin. 
BaCl,: Alanin —> Sarkosin —> Glykokoll —> Glycylglycin. 


Die Reihenfolge der einzelnen Aminosiuren ist also weit- 
gehend unabhingig von der Natur der Salze. Die geringste 
Additionsfahigkeit fir Salze besitzt immer Alanin, die gréBte 
Glycylglycin bzw. Diglycylglycin; die iibrigen Aminosiuren 
zeigen mittleren Additionswert. 

Man darf aber nicht etwa den SchluB ziehen, daB diejenigen 
Aminosiuren, die in waBriger Lésung die gréBte Additions- 
tendenz zeigen, auch am leichtesten mit Neutralsalzen krystalli- 
sierte Additionsverbindungen geben. Eine solche Parallelitiit 
braucht nicht zu bestehen, da bei der Bildung krystallisierter 
Neutralsalzverbindungen die Léslichkeitsverhiltnisse der Kom- 
ponenten und der aus ihnen aufgebauten Verbindungen, und 
vor allem auch die Wirkungen der Krystallstrukturkrafte eine 
wesentliche Rolle spielen. Praktisch hat sich z.B. gezeigt, 
daB in denjenigen Fillen, in denen mit Glykokoll keine Neu- 
tralsalzverbindungen erhalten werden, Versuche mit Sarkosin 
haufig noch zum Ziel fiihren.?) 


II. Vergleich der Salze in bezug auf ihre Additionsfahigkeit. 


Bei diesen Versuchen wurde von Aminosiuren stets Gly- 
kokoll angewandt. Die Salze wurden stark variiert, um s0 
feststellen zu kénnen, wie sich ihre Anlagerungsfihigkeit an 
Glykokoll mit der Natur der positiven und negativen Jonen 
verschiebt. Die molekularen Konzentrationen der Lésungen 
stimmen mit denen iiberein, die beim Vergleich des Additions- 
vermégens der Aminosiuren gewihlt wurden. 

Auch hier seien die Resultate wieder in tabellarischer 
Form mitgeteilt. Die erste der beiden Tabellen la8t den 
EinfluB der positiven, die zweite den der negativen Ionen 
erkennen. 





1) Siehe P. Pfeiffer, Neutralsaizverbindungen der Aminosiuren 
und Polypeptide IV; diese Zs. Bd. 133, S. 22 (1924). 
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Tabelle VI. 


EinfluB der Alkali- und Erdalkalimetallionen 
auf die Addition. 
Alkalisalzlésungen: 0,01 Mole in 20 g H,O. 


Erdalkalisalzlésungen: 0,005 Mole in 20 g H,O. 
Glykokolizusatz: 0,01 Mole; 4¢ = 0,930°. 

















. ae ee Ce: aE 
| At’ At-—At 100 
| At 
: LiCl 0,790 0,140 15,0°/, 
NaCl 0,800 0,130 14,0 
! KCl 0,808 0,122 13,1 
.f (NH,)CI | 0,808 0,122 13,1 
LiJ | 0,800 0,130 14,0 
7 NaJ 0,731 0,199 21,4 
| KJ | 0,763 0,167 18,0 
| (NH,)J | 0,764 0,166 17,8 
| CaCl, | 0,704 0,226 24,3 
| SrCl, | 0,709 0,221 23,8 
BaCl, | 0,678 0,252 27,1 


Tabelle VIII. 


EinfluB der Halogenionen auf die Addition. 


Alkalisalzlésungen: 0,01 Mole in 20 g H,0O. 
Erdalkalisalzlésungen: 0,005 Mole in 20 g H,O. 
Glykokolizasatz: 0,01 Mole; 4¢ = 0,930°. 








a 
i 











| At At—Av wee 

| At 

KO-CO-CH, | 0,882 0,04 5,2, 
KCl | 0,808 0,122 13,1 
KBr | 0,978 0,152 16,3 
KJ ! 0,766 0,164 17,6 
KSCN 0,750 0,180 19,3 
KNO, H 0,722 0,208 22,4 
SrCl, | 0,709 0,221 23,8 
SrBr, ! 0,690 0,240 25,8 
SrJ, 0,650 0,280 30,1 
Sr(NO,), | 0,626 0,304 32,7 








a 
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Wir sehen, daf fiir die Additionsreaktionen weder die 
Natur des Alkalimetalls (Li, Na, K) noch die Natur des Erd- 
alkalimetalls (Ca, Sr, Ba) eine wesentliche Rolle spielt, daf 
aber die Salze der Erdalkalimetalle stets besser als die Salze 
der Alkalimetalle addieren, auch dann, wenn wir dafiir sorgen, 
daB bei beiden Salzreihen die Halogenionen stets dieselbe 
Konzentration haben. Die Erdalkalimetallionen haben also 
ein gréBeres Additionsvermégen wie die Alkalimetallionen. Zu 
diesem Schlu8 kommen wir auch auf Grund von Léslichkeits- 
bestimmungen.’) 

Recht groBe Unterschiede ergeben sich beim Vergleich 
der Additionsreaktionen der Salze ein und desselben Metalls, 
Ordnen wir die Kalium- und Strontiumsalze nach zunehmender 
Additionsfaihigkeit, so erhalten wir folgende Reihen: 


KCl —> KBr —> KJ —> KSCN —> KNO, 


13,1°/o 16,3°/, 17,6°/, 19,3°/o 22,4°/0, 
23,8°/, 25,8 °/, 30,1°/, 32,9°/,, 


die uns zeigen, daB von den negativen Ionen die Chlorionen 
die geringste, die Nitrationen die gréBte Anlagerungstendenz 
haben. 

Uns interessierte auch die Frage, wie sich wohl die Salze 
organischer Siuren bei der Addition von Glykokoll verhalten 
wirden. Das Resultat der Untersuchung zeigt die nach- 
stehende Tabelle: 

Fiigen wir noch den Additionswert des Glykokolls gegen 
Kochsalz (14,0°/,) hinzu, so sehen wir, daB die Salze organischer 
Sauren auffillig schwach addieren und daB ein Zusammenhang 
zwischen der Additionsfahigkeit der Salze und der Dissoziations- 
konstante der zugehérigen Sauren nicht existiert: 


CH,-COONa—> C,H,-COONa —> CCl,-COONa —> H-COONa —> CINa 


7,1°/o 7,5°/o 8,0 °/o 10,0°/, 14,0°/, 
0,0018 0,006 > 100 0,0214 


1) P. Pfeiffer und J. Wiirgler, Zs, Physiol. Ch. Bd. 97, S. 128 
(1916). 
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(In der ersten Zahlenreihe sind die prozentuellen Additions- 
werte des Glykokolls, in der zweiten die Dissoziationskonstanten 
der Siuren angegeben.) 


Tabelle IX. 
Anlagerung von Salzen organischer Siuren 
an Glykokoll. 


0,01 Mole Salz in 20 g H,O. 
Glykokollzusatz: 0,01 Mole; 4¢ = 0,930°. 














At—At 
"a t— At’ 16a 
4 At—At 100 
C,H,-COONa | 0,860 0,070 7,5, 
H-COONa | 0,837 0,093 10,0 
CH,-COONa | 0,864 0,066 7,1 
CH,-COOK 0,882 0,048 5,2 
0,855 0,075 8,1 
N 4 | ? ] ? 
CO, Ain | 0,856 0,074 8.0 


III. Die Abhangigkeit der Addition von der Konzentration 
der Komponenten. 

Um festzustellen, in welcher Art und Weise die Addition 
von Glykokoll an Neutralsalze von der Konzentration der 
Komponenten abhingt, wurde zunichst der HinfluB von 
wechselnden Mengen von Kaliumnitrat und Strontium- 
nitrat auf gleichbleibende Glykokollmengen studiert. 

Wie die nachstehende Tabelle zeigt, wird ein um so gréBerer 
Prozentsatz des Glykokolls an die Neutralsalze und ihre [onen 
addiert, je konzentrierter die Salzlésungen sind; jedoch herrscht 
keine Proportionalitiit zwischen den Konzentrationen der Salz- 
lésungen und den von Salzen beschlagnahmten Glykokoll- 
mengen. Die Additionskurven (Ordinaten: prozentuelle Ad- 
(itionen, Abszissen : Salzkonzentrationen) erscheinen abgeflacht. 

Entsprechend unseren im Abschnitt I] niedergelegten Er- 
fahrungen sehen wir auch hier wieder, da Strontiumnitrat 
besser addiert als Kaliumnitrat; die Verhiltnisse der Additions- 
werte des Glykokolls in Kaliumnitrat- zu denen in Strontium- 
nitratlésungen sind fast unabhingig von den Konzentrationen 
der Salzlésungen, also annihernd konstant: 
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Tabelle X. 


Gefrierpunktsdepressionen von Glykokoll in Neutral- 
salzlésungen wechselnder Konzentration. 


Glykokollzusatz: 0,01 Mole; 4¢ = 0,930°. 






































q Mole Salz a praarry 

: in 20g H,0 | At At—At 160 me 

‘ Kaliumnitrat + Glykokoll 

E 0,2 x 0,01 0,867 0,063 6,8, 

é 0,4 x 0,01 0,819 0,111 11,9 

; 0,6 x 0,01 0,782 0,148 15,9 

p 0,8 x 0,01 0,751 0,179 19,2 

; 1,0 x 0,01 0,722 0,208 22,4 

; Strontiumnitrat + Glykokoll 

; 0.2.x 0,01 | 0,841 0,089 9,6 

i 04x 0,01 | 0,780 0,150 16,1 

:. 0,6 x 0,01 | 0,727 0,208 21,8 

t 08x 0,01 | 0,674 0,256 27,5 

; 10x 0,01 | 0,624 0,306 32,9 

: Tabelle XI. 

F Mole Salz in ) | 

20 ¢ H,O | 02 x 001] 0,4 x 0,01]0,6 x 0,01]0,8 x 0,01] 1,0 x 0,01 

Additionswerte) |) |... 
ee | | 68%) | 11,9% | 15,9% | 19.2% | 224% 
Additionswerte } | 
z 9 0 6, 0 0 0 € : 0 
inBr(NO), Lag || 6% | 261% | 218% | 27,6% | 22.9% 
Verhiltniszahlen | 0,71 0,74 0,73 0,70 0,68 

















Beim Studium der Addition von Glykokoll an Neutral- 
salze bei gleichbleibender Salz-, aber wechselnder 
Glykokollkonzentration ergab sich das Resultat, daB bei 
den gewahlten Konzentrationsverhiltnissen die prozentuellen 
Additionswerte des Glykokolls fast unabhangig von den Gly- 
kokollkonzentrationen sind. 

Mitgeteilt seien hier die Additionswerte fiir den Fall, daf 
die angewandte Kaliumnitratlésung 0,01 Mole KNO, in 20g 
H,O und die Strontiumnitratlésung 0,005 Mole Sr(NO,), in 
20 g H,O enthalt, und daB die zugesetzten Glykokollmengen 


5 PTE ae . peas en orn = F 
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von 0,5 x 0,01 bis 2 x 0,01 Mole zunehmen. Nimmt man 
kleinere Salzkonzentrationen, aber die gleichen Glykokollmengen 
wie oben, so sind die Resultate weniger durchsichtig. 

Die erste der beiden folgenden Tabellen enthilt die Ge- y 
frierpunktserniedrigungen rein waiBriger Glykokollésungen bei , | ‘ 
wechselndem Gehalt an Glykokoll; in der zweiten Tabelle ‘ 
sind die Gefrierpunktserniedrigungen von Glykokoll in Salz- 
lésungen bei wachsendem Glykokollzusatz angegeben. 





Tabelle XIL. a 
Gefrierpunktsdepressionen von Glykokoll in rein ; 
wiBrigen Liésungen. 





At = berechnete Gefrierpunktserniedrigung. 























At = gefundene Gefrierpunktserniedrigung. 
Mole Glykokoll ie 
fe - 
in 20 ¢ H,O At A At—At 
0,01 0,930 0,929 0,001 
1,5 x 0,01 1,395 1,359 0,036 
2x 0,01 1,860 1,784 0,076 
2.5 x 0,01 2,325 2,169 0,156 
3x 0,01 | 2,790 2.559 0,231 : 
fe 
Tabelle XIII. E 
Gefrierpunktsdepressionen von Glykokoll in Neutral- ig 
salzlésungen bei wechselndem Glykokollgehalt. 4 
Kaliumnitratlésung: 0,01 Mole in 20 g H,0. ‘ 
Strontiumnitratlésung: 0,005 Mole in 20 g H,0O. f 
At = Gefrierpunktserniedrigung von Glykokoll in reinem Wasser. : 
4t' = Gefrierpunktserniedrigung von Glykokoll in salzhaltigem Wasser. ‘ 
: | iis 
Glykokollmengen | ae At po 100 4t— At 
in Molen At 
System: Kaliumnitrat + Glykokoll ‘ 
05x 0,01 | 0,465 0,358 0,107 23,0/, 
10x 0,01 | 0,980 0,722 0,208 22,4 
15x 0,01 | 1,859 1,060 0,299 22,0 
2,0 x 0,01 1,784 1,410 0,374 21,0 
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Glykokollmengen | At-At 
— |} * At 4t— At’ | 100 


| 











System: Strontiumnitrat + Glykokoll 








05x 0,01 | 0,465 0,318 0,147 31,6°/, 
1,0 x 0,01 | 0,930 0,624 0,306 32,9 
1,5 x 0,01 1,359 0,948 0,411 30,2 
2,0 x 0,01 1,784 1,268 0,516 28,9 





SchlieBlich wurde noch die Addition von Glykokoll an 
Neutralsalze unter der Voraussetzung untersucht, daB sich 
sowohl die Salz- wie die Glykokollkonzentration 
indert, das Verhiltnis beider aber konstant bleibt. Der 
Additionswert des Glykokolls nimmt dann mit wachsender 
Konzentration der Komponenten zu; er ist in erster Anniherung 


dieser proportional. 
Tabelle XIV. 


Gefrierpunktsdepressionen von Glykokoll in salz- 


haltigen Lésungen bei wachsender Konzentration 
beider Komponenten. 



































At-A? 
we: 160 Sopnecton « 
—— ae 
(Bedeutung von 4/ und 4? wie in Tabelle XIII.) 
Mole Salz | Glykokollzusatz 
; li t | At |4t-at 
in 20g H,O | in Molen - aie P 
System: Kaliumnitrat + Glykokoll 
02x 0,01 || 0,2 x 0,01 0,186 | 0,177 | 0,009 | 4,8°%, 
04x 0,01 | 0,4 x 0,01 0,372 | 0,389 | 0,033 | 8,9 
06x 0,01 | 0,6 x 0,01 0,558 | 0,479 | 0,079 | 14,2 
08x 0,01 | 0,8 x 0,01 0,744 | 0,613 | 0,131 | 17,6 
140x001 | 1,0 x 0,01 0,930 | 0,722 | 0,208 | 22,4 
System: Strontiumnitrat + Glykokoll 
0.2.x 0,005 || 0,2 x 0,01 0,186 | 0,173 | 0,013 | 7,0 
0,4 x 0,005 | 0,4 x 0,01 0,372 | 0,827 | 0,045 | 12,1 
06x 0,005 | 0,6 x 0,01 0,558 | 0,435 | 0,123 | 22,0 
0,8 x 0,005 0,8 x 0,01 0,744 | 0,557 | 0,187 | 25,1 
1,0 x 0,005 1,0 x 0,01 0,930 | 0,624 | 0,306 | 32.9 




















Mischkrystalle, bestehend aus 2 Molekiilen Glykokoll bzw. 
2 Molekiilen Alanin bzw. je 1 Molekiil Glycin und Alanin, 
vereinigt durch je 1 Molekiil Salzsdure. 


Von 


Emil Abderhalden und Hans Sickel. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. Dezember 1923.) 


Bei der Aufarbeitung von Mutterlaugen von Tyrosin, das 
aus dem salzsauren Hydrolysat von Seidenfibroin mittels Am- 
moniak abgeschieden worden war, wurde nach starkem An- 
siuern und Kindampfen bis nahezu zur Sirupkonsistenz bei 
langsamem Erkalten die Abscheidung von zwei deutlich unter- 
scheidbaren Krystallfraktionen festgestellt. Zu unterst erschien 
eine dunkelbraune Masse und dariiber eine hellere Krystall- 
schicht. Die erstere enthielt in der Hauptsache Chlorammonium, 
die letztere bestand aus salzsauren Aminosiuren. In der 
Schicht der Aminosiurechlorhydrate treten zuweilen gut aus- 
gebildete, fast farblose Krystallaggregate auf. Sie lassen sich 
aus dem Krystallkuchen leicht abtrennen. Sie wurden aus 
Wasser umkrystallisiert. Es wurden rhombische Stabchen er- 
halten, die andere Kigenschaften zeigten als die urspriinglichen, 
nicht umkrystallisierten Krystalle. Unter Verzicht auf Aus- 
beute aus den erwihnten Krystallaggregaten herausgeholte, nach 
dem ganzen Aussehen einheitliche Krystalle zeigten rechtwinklig 
nadelférmige Gestalt. Sie sinterten bei 95° und schmolzen 
gegen 178°. Bei raschem Erhitzen trat bei 186° Zersetzung 
ein unter Aufschiumen. 
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Analyse. 
0,08374 g Substanz gaben 3,32 cem n/10 H,SO, (Kjeldahl). 
0,04670 g a » 2,82 cem n/10-AgNO, (Volhard). 


Gefunden: 13,79°/, N 18,12°/, HCl 
Ber. fiir die Kombination Glyko- 
koll- Alanin-monochlorhydrat: 13,96 18,17 


0,3052 g Substanz, in Wasser gelést, zeigten im 1 dm-Rohr bei 
Natriumlicht « =+0,115° [a] =+8,76°. 


Die eben geschilderten Krystalle andern, wie schon be- 
merkt, ihre Higenschaften, sobald sie umkrystallisiert werden. 
Es wurden Krystallfraktionen des rhombischen Systems er- 
halten. Diese behalten beim weiteren Umkrystallisieren ihre 
Kigenschaften und auch ihre Zusammensetzung bei, Schmelz- 
punkt scharf bei 178° (unkorr.). Optisch ist der gewonnene 
Kérper indifferent. 


Analyse: 
0,09720 g Substanz gaben 10,59 cem n/10-Saéure (Kjeldahl). 


0,06386 g . “s 3,41 cem n/10-AgNO, (Volhard). 
Gefunden: 15,06°/, N 19,47°/, HCl 
Ber. fiir die Kombination Glykokoll- 

glykokoll-monochlorhydrat: 15,01 19,54 


Wurde eine Liésung des erwaihnten Salzes in 94°/, igem 
Alkohol durch Ather gefallt, dann wurde Glykokollchlorhydrat 
erhalten. 

Um die Richtigkeit der gemachten Beobachtung zu priifen, 
haben wir den Versuch unternommen aus Glykokoll + Salzsiure, 
Alanin + Salzsiure und Glykokoll und Alanin + Salzsiure 
Monochlorhydrate, bestehend aus 2 Aminosiuren, herzustellen. 
Der Versuch gliickte. Bei langsamem Abdunsten wurde aus 
den Lésungen des Glykokolls bzw. Alanins + Salzsiure die er- 
strebte Kombination Diglykokoll- bzw. Dialaninmonochlor- 
hydrat in einheitlichen Krystallen erhalten. 


Analyse: 


Diglykokoll-monochlorhydrat: Schmelzp. 178°. Rhombische, 
gestreckte Tafeln. 


0,0846 g Substanz gaben 8,99 ccm n/10-Siiure (Kjeldah)). 
»  3,lleem n/10-AgNO, (Volhard). 


0,0588g ,, 
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Gefunden: 14,89°/, N 19,43°/, HCl 
Berechnet: 15,01 19,54 
a =+ 0° 


Dialanin-monochlorhydrat: Schmelzp. 214°. Feine Nidelchen. 
0,02693 g Substanz gaben 2,49 ccm n/10-Siure (Kjeldahl). 


0,08025 g " » 1,41eem n/10-AgNO, (Volhard). 
Gefunden: 12,96°/, N 17,00°/, HCl 
Berechnet: 13,05 16,91 


0,1314 g Substanz gaben « = + 0,12°. [a} pH = + 9,18° 

GréBere Schwierigkeiten bereitete die Darstellung der Kombination 
Glykokoll-alanin-monochlorhydrat. Schmelzp. 177°; sintert bei 105° 

0,03826 g Substanz gaben 3,78 cem n/10-Siure (Kjeldahl). 


0,03013 g * »  1,49cem n/10-AgNO, (Volhard). 
Gefunden: 14,06 °/ N 18,019, HCl 
Berechnet: 13,96 18,17 


0,2490 g Substanz gaben « =+0,15% [a]}§° = + 4,42% 


Wir haben schlieBlich noch den Amino-N-Gehalt der 
Mischkrystalle festgestellt. Kr entspricht der Annahme von 
Mischkrystallen aus den erwahnten Aminosiuren + 1 Molekil 
Salzsiure. 

















Weitere Beobachtungen iiber den Eiweifumsatz und die 
Abnutzungsquote bei Diabetes. 
Von 


Dr. H. Mezger. 
Assistent der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1923.) 


Seit Mai d.J.1) haben wir alle Diabetiker der Klinik, im 
ganzen jetzt 37, so in die Assimilationsgrenze eingestellt, daB wir 
ihnen sofort alles EKiweiB sowie alle Kohlehydrate, mit Ausnahme 
der in den Gemiisen enthaltenen, aus der Nahrung entzogen. 
Die Behandlung wurde mit niedriger Energiezufuhr bei 
strengster Vermeidung jeder medikamentésen Therapie (lediglich 
an Carameltagen wurden ab und zu, um den lastigen Durch- 
fallen zu begegnen, 8—10 Tropfen Tct. opii gegeben) eingeleitet. 
Insbesondere haben wir Natriumbicarbonat nie mehr gegeben. 
Unsere Kranken erhielten also 6—8 Tage lang 50 g Speck, 
50 g Butter, 500 g Gemiise, 500 g Bouillon, Thee bzw. schwarzen 
Kaffee. Etwa nach dem 2. oder 3. derartigen Gemiisetag 
schalteten wir gewohnlich fiir einen Tag Caramel (aus 2008 
Zucker) und 100 ccm Weinbrand ein. Energetisch erhielt der 
Kranke an Gemiisetagen um 1000 Kalorien mit einem durch- 
schnittlichen Kohlehydratgehalt von 20—30 g und_ etwa 
2—3¢N. 

Bei dieser Art der Ernahrung sahen wir niemals, auch in 
schwersten Fallen nicht, auch nur die Andeutung einer Gefahr; 
im Gegenteil: eine bestehende Acidosis verminderte sich oder 





*) L. v. Krehl und H. Mezger, Diese Zs. Bd. 130, S. 108 (1923). 
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schwand bald, ohne jemals bedrohliche Formen anzunehmen. 
Zuweilen verstirkte sich die Acidosis im weiteren Verlauf der 
Gemiisetage, das ist aber die gewéhnliche und ungefiahrliche 
Hungeracidosis. Somit erscheinen uns die Bedingungen fiir das 
Entstehen der schweren Acidose beim Diabetiker dann am 
giinstigsten, wenn bei reichlicher Energiezufuhr mit Kohlehydrat- 
mangel viel KiweiB gegeben wird, d. h. wenn glykogenverarmte 
oder -freie Leberzellen groBes Angebot von Eiwei8spaltprodukten 
erhalten. Welche Rolle das Fett spielt, ist unseres Erachtens 
noch nicht véllig geklirt. In die glykogenfreien Leberzellen 
wandert Fett ein. Der Stoffwechsel der diabetischen, d. h. 
mit Mangel an ,,[nsulin“ arbeitenden Leberzelle, ist verindert: 
sie vermag Glykogen viel schlechter anzusetzen+) als die nor- 
male, und sie bildet unter dem direkten oder indirekten EinfluB 
der KiweiBspaltprodukte im Gegensatz zur normalen glykogen- 
haltigen Leberzelle reichlichere Mengen von Acetonkérpern. Ob 
die Einwanderung von Fett, speziell von Nahrungsfett, hierauf 
KinfluB hat, méchten wir als noch nicht entschieden ansehen. 
In unseren Beobachtungen mit 100g Fett hérte die Acidose 
sehr schnell auf. Ob sie bei Petrén?), der 200—250 g Fett 
reichte, linger bestand und stirker war, vermégen wir nicht zu 
peurteilen. Auf jeden Fall hérte sie auch bei seinen Kranken 
schlieBlich véllig auf, wobei allerdings zu bemerken ist, daf 
Petrén den Energiebedarf immer deckte und im Gemiise auch 
etwas gréBere Mengen Kohlehydrate reichte als wir. Anderer- 
seits ist Petrén selbst von gréBeren Fettgaben (iiber 300 g) 
abgekommen und wir haben den bestimmten Eindruck, dab 
eine groBe Energiezufuhr, die hier natiirlich durch Fettzufuhr 
bewirkt wird, die Acidosebildung begiinstigt. Das Problem fiir 
ihre Entstehung im Diabetes liegt, wie bemerkt, in der Art 
der Funktion der Leberzellen; auf der einen Seite unter dem 
KinfluB des Mangels von Pankreashormon, auf der anderen — 
und das geschieht durch das erstere — unter der Einwirkung 





') Vgl. E. Lesser, Deutsche med. Wochenschrift 1923, Nr. 27. 
*) Petrén, Deutsche Gesellsch. f. innere Med., 1922, 8. 363. Petrén, 
Uber Eiwei8beschrinkung in der Behandlung des Diab. gravis, 1923. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXXV. 3 
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von Glykogenverarmung bei reichlichem Zustrom von Eiweib- 
spaltprodukten, vielleicht auch von Fett. 


Unsere Kranken, die wir in den ersten Tagen oder am 
ersten Tag der Krankenhausbehandlung bei ihrer gewohnten, 
frei gewihlten Kost belieBen, um einen Einblick in den Ki- 
weibstoffwechsel zu bekommen, hatten zumeist — von einigen 
ganz schweren Fallen abgesehen — einen niedrigen Hiweil- 
umsatz. Das diirfte mit den auBerordentlich hohen Preisen 
von Fleisch, Milch und Eiern zusammenhiingen. Und in diesem 
niedrigen EiweiBumsatz diirfte die Seltenheit des diabetischen 
Komas in der Gegenwart ihre Ursache haben. 


Wir geben unseren Kranken, wie erwahnt, 500—600 ¢ 
Gemiise und 100g Fett. Was wir mit den Gemiisen an be- 
kannten Substanzen eigentlich zufiihren, wissen wir leider kaum. 
Weder kennen wir ihren KiweiSgehalt und ihre EKiweiBarten 
zuverlissig, noch wissen wir genau, wie wir ihre Kohlehydrate 
in Rechnung stellen sollen. An Gemiisetagen werden durch- 
schnittlich 3g N zugefiihrt — soweit sich dies nach dem Her- 
kommen berechnen 1aB8t. 


Der EiweiBumsatz unserer Kranken war bei dieser fast 
eiweiBfreien und energetisch armen Ernihrung tief und stellte 
sich um so leichter auf tiefe Werte ein als die Kranken, wie 
gesagt, offenbar schon vorher niedrige EiweiBwerte hatten. 
Natiirlich verloren unsere Kranken Eiwei8 — das ist bei dieser 
Art der Ernihrung und bei dieser geringen Energiezufuhr als 
selbstverstiindlich anzusehen. Aber unzweifelhaft liegen beim 
Diabetiker hier eigenartige Verhialtnisse vor. Das hat schon 
Nannyn mit seinen Schiilern erwdbnt.') Es muB eben auf- 
fallen, wie wenig diabetische Kranke, allerdings in schlechtem 
Ernihrungszustande, trotz tiefster EKiweif- und Energiezufuhr 
und obwohl Wasserretention fehlt -— bei dieser einfachen Form 
der Kost laBt sich das mit Sicherheit berechnen —, an Ge- 
wicht abnehmen. 


‘) Besprechung in der ausgezeichneten Monographie von E, Grafe. 
Pathol. Physiologie des Stoffwechsels, S. 328. 








(ber den EiweiBumsatz und die Abnutzungsquote bei Diabetes. 


K. R., verheirateter Lokomotivfiihrer aus Heidelberg. 45 Jahre. 
Diabetes mellitus. 
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‘Kaieien 
Datum Kost ming ol | pro kg 
gewicht | Brutto | Netto | Kérper- 
| | gewicht 
April 23. | 
23.24. | VolleKost . . . 66,8 
24./25. _ 5, mit 235¢ 
K.H. .| 65,5 1417 “i | 2 
25./26. | 1. Gemiisetag . . 65,8 1056 958 = 14,5 
26./2T. | 2. . hoe 1030 964 14,4 
27./28. | Carameltag . . . 67,1 955 925 = 13,0 
28./29. |]Gemiisetag . . .| 68,0 1016 1016 14,9 
29./30. | Carameltag . . . 68,2 955 955 14,0 
30. 4./1.5.)Gemiisetag . . . 68,4 1023 1023 14,9 


Frau L. A., verwitwete Schaffnersfrau aus Heidelberg. 65 Jahre. 
Diabetes mellitus. 














Kalorien 
Datum Kost layer ii pro kg 
gewicht | Brutto | Netto | Kérper- 
| gewicht 
Juni 23. ! 


23./24. |Gewodhnliche Kost 
mit 195 g K. H. u. | 
1i36gN .. .] 63,7 1949 | 1908 29.9 
24./25. | Gewéhnliche Kost | | 

mit 214 g K. H. u. | 


2543 | 39,9 














re 63,7 2555 
25./26. |1.Gemiisetag . . 63,0 1075 1075 | 17,1 
26,/27. 12. e cee 62,2 1075 1075. |° 178 
27./28. |Carameltag . . . 61,6 1167 1167 | 18,9 
28./29. |Gemiisetag . . . 62,0 1075 1075 =| 17,3 


Die genannte Form der Ernihrung bedeutet natiirlich eine 
Unterernahrung auch fiir den mageren Diabetiker. Aber bei 
ihm liegen die Verhdltnisse doch anders als am Gesunden. 
Wir haben solchen genau die gleiche Nahrung gegeben wie 


den Diabetikern. Ihr anfiinglicher — fiir uns Deutsche jetzt 
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leider normaler — EiweiBumsatz lag etwa in der gleichen 
GréBenordnung wie der der Kranken. Aber mit den nun 
folgenden Gemiisetagen erzielten wir niemals so niedere Stick- 
stoffwerte, wie bei dem Diabetiker. Diese zeigten vielmehr, 
entsprechend den alten berithmten Beobachtungen von Voit, 
Rubner, Fr. v. Miller, am 2. und 3. Gemiisetage eher ein 
Ansteigen. Erst spiiter stellt sich der normale Organismus 
auf seine tiefsten Werte ein. Auch die absoluten Zahlen sind 
bei unseren Diabetikern wohl niederer. Allerdings ist hier die 
Abmagerung unserer Kranken anzusetzen. 


Dr. R., ee der Klinik (GréBe 1,82 m). 























; Fiesig Kalorien | 3 |———_ 
= . ausscheidy 
2 + §& ce 
Datum Kost 1. i By] m | 2U- |S! wt 
S| 5] 2 1,8! we ey fubr | 5 2) ~ 3 
S| 2 | 2 123/08] 5 Jin g| 2S | 238} 
Sept. “<)o) 2 (ES) 58) i [US ae) 
1923 | 7 — fa ae g 
24./25.| 250 g Brot, 400g Milch, | | 
2 Kier, 60g Fleisch. | | 
1000g Gemiise, 50¢ | 
Butter,150 g Kartoffeln, 
0,1) 


28./29. 


29./30. 


-| 50 g Speck, 50 g Butter, 
| 
.| 70 g Speck, 30 g Butter, | 


.| 70 g Speck, 30 g —_— 





500 g Kompott, Bier] | 2900 | 2100] 3083 | 43,7 | 70,5 | 14,1 | 10,4 


500g Gemiise, 500 g | 
Bouillon . . 4+ ]1100 | 1410] 1065 | 15,3 | 69,5] 2,9 


500 g Gemiise, 600 6 


Bouillon 1700 | 1400] 1021 | 14,8 | 69,0] 1,2 | 12,1 


H- 


500 g Gemiise, 600 8 | 
Bouillon . . . +] 1700 | 1720] 1051] 15,5 | 68,0] 1,6 | 12,5 


Caramel (200 g on | 
100g Kognak) . . .| +] 900/ 760]1118| 16,7] 67,1] — | 5,9 


70 g Speck, 30 g Butter, 


500 g Gemiise, 600 g 
Bouillon . . . + |1800| 790] 1054| 15,7] 67,1] 1,5] 7,9 | 
































Ist es einmal gelungen, den EiweiBumsatz auf niedrige 
Werte zu senken, so konnten wir an einigen Fallen beobachten, 
da8 der EiweiBumsatz auf noch tiefere Werte herabzusetzen 
ist, wenn man zwischen zwei Gemiisefettperioden eine kurze 
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Folge von Tagen mit energetisch ausreichender Diat schaltet. 
Dies mége folgende Beobachtung an einem jungen Madchen 
mit schwerstem Diabetes dartun: 

Die Patientin hatte bei der Aufnahme 553 g Zucker ausgeschieden, 
N-Ausscheidung bei der Aufnahme 15,0 g = 0,32 g pro kg Koérpergewicht. 
Patientin erhielt 6 Gemiisetage; am 4. Gemiisetag war der Harn bereits 
zuckerfrei; die N-Ausscheidung auf 6,0 g = 0,13 g pro kg Kérpergewicht 
zuriickgegangen. N-Ausscheidung am 6. Gemiisetag: 4,6 g = 0,1 g pro kg 
Koérpergewicht. Nun folgten 3 strenge Tage, wobei am 2. und 3. strengen 
Tag 10 bzw. 20g Brot zugelegt wurden. Am 3. strengen Tag neuerdings 
Zuckerausscheidung (10g), am darauffolgenden Gemiisetag 7,6 g Zucker. 

2. folgender Gemiisetag: 4,0g N=0,09g pro kg; kein Zucker im Harn, 
darauffolgender Carameltag: 3,3g N=0,07g ,, ,,3 5; ae 

Das iiber die Abniitzungsquote Gesagte kénnen wir durch- 
aus bestitigen. Schon bei reiner Gemiisefettkost, leichter noch 
bei Darreichung von Caramel erreichten wir in zahlreichen 
Fallen Harnstickstoffwerte von 0,05 g pro kg Ké6rpergewicht, 
ja in zwei Fallen sogar die Werte 0,03 bzw. 0,035 g pro kg. 

Der Wert 0,05 ist ja unzweifelhaft noch das Doppelte der 
tiefsten in der Literatur angegebenen gefundenen Werte. Aber 


Frau E. §., ledige Spetzereihiindlerin. 58 J. Diabetes mellitus; Gallensteinblase. 
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Kost = Kalorien Zucker(Harn) ¥ N (Harn) 

2 | , OL. ‘ 

a ; @ os OD: o 

= . ° wo | Le S's 5 a Es 

sao; N S| ss [91 o oe Wic B/S 

oS Fas} Pa | > -o~ lo r=] S P= Ss M4 -= 

Qn; mgt | 7, on Sg = ao & 

. | 2 seia*i¢ 
? | te a ee all 
Gewohnliche Kost . ./|191 | 6,2 |1250) 691] 14,6] 4,7 /136,3 9,9 | 0,21 
1. Gemiisetag . . . . | 22,3] 3,1 |1072| 1067] 22,5] 0,2 | 1,2] 5,6 | 0,12 
2. re . . « «| 22,8] 8,1 11072} 1072] 228] — | — | 4,8 | 0,09 
3. 5 bab ke « hard 1,6 | 576) 576/123] — | 2% | 2% 
150 g Hafergriitze. . . (101 | 3,3 |1378| 1346] 27,9] %9 | 7,7] 8,2 | 0,17 
I. Gemiisetag . . . . | 22,3) 3,1 |1065/1065| 22,1] — | — | 5,2 |0,11 
Il. . . + «| 22,3] 8,1 | 1072 | 1072] 22,3] — | — | 3,7 | 0,08 
Hungertag(450 Bouillon)?)} — | — so} a81.— 1} —! —.} ep) len 
Caramel . . . . . . {200,83 — |1128| 1128] 24,7] — | — | 1,6 | 0,035 








1) Durchfalle mit Urinverlust. 
*) Patientin erbrach den gereichten Spinat sofort. 
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wir bemerken nochmals: dies wurde bei unseren Diabetikern in 
kiirzester Zeit (3—4 Tagen) erreicht, zu dem bei einer Energie- 
zufuhr, die den Bedarf nach der Schule bei weitem nicht deckt. 

Wir haben das besprochene Verfahren nur zur EKinstellung 
der Kranken in die Assimilationsgrenze und zur Behandlung 
der Acidose verwandt. Demgemii8 setzten wir es, nachdem 
die Kranken zuckerfrei waren, nur mehr einige Tage fort. Fiir 
langeren Gebrauch eignet es sich auch wegen seiner niedrigen 
Energiezufuhr nicht. Zudem wollten unsere Kranken die Kost 
nicht linger essen. Wir legten dann allmihlich 100 g Milch, 
2 Kier, 100—150g Fleisch zu. Uber 40—50g EiweiB gehen 
wir nicht hinaus. Mit Brot steigen wir ganz langsam von 
10 zu 10g. Also nach Naunyns Ratschligen, und sie zum 
Teil verschiirfend, halten wir unsere Kranken immer an der 
unteren Grenze des Energiebedarfs. Das stellt Anforderungen 
an die Energie der Kranken, aber die Ergebnisse fiir die Ver- 
besserung der Zuckertoleranz der Nieren sind durchaus gut. 
Gemiise- oder Carameltage werden eventuell eingeschaltet. Im 
Caramel hat uns Grafe ein au8erordentlich niitzliches Unter- 
stiitzungsmittel gegeben. 

Das Ziel der Diabetesbehandlung ist zweifellos in einer 
Umwandlung begriffen. Wir suchten bisher Zuckerfreiheit des 
Harns und an ihr gemessen midglichst hohes Assimilations- 
vermoégen fiir EKiwei8 und Kohlehydrate zu erreichen. An die 
Stelle dieses Zieles muB jetzt treten: KiweiB- und Kohlehydrat- 
darreichung so zu gestalten, daB der Blutzucker in seine 
mittleren Grenzen zuriickgeht und innerhalb deren die Toleranz- 
grenze fir Kiwei® und Kohlehydrate méglichst hoch zu treiben. 
Wir kénnen nicht sagen, da8 wir in unserer Klinik bislang 
dieses Ziel irgendwie schon erreichten. Wir probieren noch 
herum. Ganz gewiB war es in dem Mafe sicherer zu ge- 
winnen, wie wir die Kranken langere Zeit hindurch eiweiB- und 
kohlehydratarm, jedenfalls tief unter der Toleranzgrenze, 
hielten. Trotzdem zeigt ein Vergleich der Resultate beziiglich 
des Blutzuckers zwischen den Patienten, die vor Einrichtung 
unserer jetzigen Diitform in der Klinik und denen, die mit 
dieser Kost behandelt wurden, einen wesentlichen Fortschritt. 
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Von 14 im Jahre 1922 in der Klinik behandelten Diabe- 
tikern mit Hyperglykimie bei der Aufnahme erreichten nur 
2 im Verlaufe der Behandlung normale Blutzuckerwerte, wenn 
wir 0,13 mg-°/, als obere Grenze der Norm ansehen, obwohl 
fast simtliche Kranke zuckerfreien Harn hatten. Von 18 im 
Jahre 1923 mit der genannten Diitform behandelten Patienten 
erlangten 7 normale Blutzuckerwerte, von denen allerdings 2 
bei der Entlassung mit voller Kost (zwischen 70 und 100g K. H.) 
wieder iibernormale Blutzuckerwerte aufwiesen bei zucker- 
freiem Harn. 

Mit Sicherheit ergibt sich, daB zwischen der Zuckeraus- 
scheidung im Harn und dem Blutzucker keinerlei klares Ver- 
haltnis besteht, denn wir haben in Fallen, die lingere Zeit 
hindurch voéllig zuckerfrei waren und eine héhere Toleranz- 
grenze erreicht hatten, oft noch wesentlich erhéhten Blutzucker 
gefunden. In den Fiillen jedoch, in denen es uns gelungen 
war, die N-Ausscheidung auf ein MindestmaB herabzudriicken 
und die dabei harnzuckerfrei waren, sahen wir meist auch ein 
Absinken der Blutzuckerwerte auf etwa normale Werte. 
Petrén, der ja seine Diit geradezu vom Blutzucker abhingig 
macht, ist bei seinen Kranken jedenfalls viel sicherer soweit 
gekommen, dai der Blutzucker normale Werte erreichte und 
zwar um den Preis einer wochen-, ja monatelangen Gemiise- 
fettkost, Bei der Art unseres oben beschriebenen milderen 
Vorgehens gewann eine Anzahl unserer Kranken, wie dargelegt, 
normale Blutzuckerwerte. Aber bei anderen war es ganz 
anders. Sie stellten sich bald auf ein verhaltnismiBig hohes 
Assimilationsvermégen bei véllig normalem Harn ein. Aber 
der Blutzucker blieb iibernormal, wenn auch nie auf der ur- 
spriinglichen Héhe. Die Griinde fiir dieses verschiedene Ver- 
halten vermégen wir noch nicht zu sagen. Das sahen wir 
auch dann, wenn in schwersten Fallen durch regelmiBige Dar- 
reichung von Insulin der Harn vollig oder nahezu ganz zucker- 
frei gemacht werden konnte. Unzweifelhaft ist fiir die Er- 
niedrigung des Blutzuckers lang dauernde Gemiisefettdarreichung 
nach Petrén der bei uns iiblichen Behandlung weit iiberlegen. 
Auch wir sahen ganz gewodhnlich den Blutzucker in gleichem 





Co same.” Mage la Sama IAAL Set se. 
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MaBe sinken, wie wir den Kranken nur Gemiise und Fett 
gaben. Der Harn war zuckerfrei und blieb es auch, wenn wir 
nun mit Ki-, Fleisch- und Brotzulagen allmihlich stiegen, oft 
sogar gar nicht unbetrichtlich hochsteigen konnten. Trotzdem 
wuchs aber in den meisten Fallen nun der Blutzucker. Wie 
gesagt, zuweilen auch, wenn es nur mit Hilfe von Insulin gelang, 
den Harn zuckerfrei zu machen. Mit anderen Worten: die 
bisher in Deutschland iibliche Behandlungsart, die darauf aus- 
geht, die Kranken in die Harnassimilationsgrenze fiir Glykose 
einzustellen, kann nicht unser Ideal bleiben. Wir miissen uns 
mehr den therapeutischen Grundsitzen Petréns nihern. Die 
Beurteilung des Diabetes aus dem Verhalten der Nieren- 
abscheidung spielt nur eine sekundire Rolle. Sie ist, wie das 
Petrén vorschlagt, durch eine solche nach dem Blut zu er- 
setzen. Aber wir diirfen nicht einfach die absoluten Zablen 
des Blutzuckers zur Schitzung des Diabetes verwenden, sondern 
miissen erst lernen, was eine Zahl unter bestimmten Be- 
dingungen zu bedeuten hat. 

Wir wollten mit unsern Beobachtungen zeigen, daB das 
Ziel, den Kranken zucker- und acidosefrei zu bekommen, am 
besten, schnellsten und ungefahrlichsten erreicht wird, wenn 
man den Kranken sofort alles EiweiB und alle Kohlehydrate 
fortnimmt und ihn energetisch tief bei Gemiise und wenig 
Fett hilt. Die fiir den Blutzucker giinstig und fir den 
Kranken ertrigliche Dauerdiat ist bei uns noch auszuprobieren. 


a | 
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| Zur Frage iiber die Veranderung der Bestandteile des 


konservierten Fleisches.’) 
Von 


I. A. Smorodinzew und Frau A. N. Adowa. 





| (Aus dem Laboratorium der Biologischen Chemie an der II. Moskauer Staat!, Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. November 1923.) 


In den letzten Jahren vor dem Kriege wurde im Mos- 
kauer Schlachthause die Konservierung des Fleisches nach 
Morgan-Devels Verfahren angewandt. 


Das vom russischen Magister der Tierheilkunde, A. W. Devel, be- 
deutend modifizierte Morgansche Verfahren besteht im folgenden: Das 
Tier wird durch einen Stich in das verlingerte Mark getétet, nach 
20—25 Minuten ihm der Brustkasten geédffnet und in die Aorta eine 
Kaniile eingefiihrt, durch die mittels einer Gartenpumpe eine auf 35° bis 
55° erwiirmte Kochsalzlésung (33°/, NaCl + 1°/, HNO,), im ganzen bis 
10 Eimer, durchgelassen wird. Alle GefaiBe des Herzens werden unter- 
bunden und das Tier wird 3—4 Stunden liegen gelassen; darauf werden 
die Eingeweide herausgenommen, der Kopf und die Extremititen ab- 
geschnitten und wird das Ubrige an einen kiihlen Ort gehingt. Zuweilen 
fiigt man zur Salzlésung noch sogenannte ,,Gewiirze’ hinzu (d. h. eine 
Abkochung von Lorbeerblittern, englischem und schwarzem Pfeffer, etwa 
10g auf je 1 Eimer Salzlésung). Bei dieser Art von Einsalzen dringt 
die Salzlésung durch die BlutgefiBe in alle Gewebe und durchdringt sie 
gleichmiBig, so daB ein solches Fleisch sich lange gut hilt. 


Wir bekamen vom Moskauer stidtischen Schlachthause 
eine gewisse Quantitit solchen Fleisches, welches schon 
151/, Monate lang (vom 18. VIII. 1916 bis zum 30. XI. 1917) 
gelegen hatte, als wir es chemisch untersuchten. Uns inter- 


') Vorliegende Arbeit wurde im Jahre 1917 ausgefiihrt, erschien 
aber nicht im Druck, da einschlagige Zeitschriften fehlten. 
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essierte vor allem die Veranderung in der Zusammensetzung 
der Extraktivstoffe (bzw. der schmackhaften Substanzen) und 
auch das Verhiltnis zwischen dem Kreatinin und dem Methy]- 
guanidin. Im weiteren beabsichtigten wir auch die anderen 
Bestandteile des Extrakts zu untersuchen; infolge politischer 
Ereignisse wurde die Funktion des stidtischen Schlachthauses 
unterbrochen, und konnten wir behufs Weiterfiihrung unserer 
Arbeit kein Material erhalten. In vorliegender Abhandlung 
sind wir genétigt, uns auf die Mitteilung bloB kurzer Tatsachen 
iiber erwihnte enge Frage zu beschriinken. Dieselbe hatte 
schon auf Grund von Ewins?) Behauptung, das Methylguanidin 
gehére nicht zu den praformierten Bestandteilen der Gewebe, 
unsere Aufmerksamkeit auf sich gelenkt, seiner Ansicht nach 
bilde es sich unter dem EinfluB einer Methode, bei welcher 
oxydierende Mittel angewandt werden, sekundir aus Kreatinin 
als Artefakt. In Morgan-Devels Verfahren der Konservierung 
des Fleisches hat der Sauerstoff gleichzeitig mit der Salz- 
lésung freien Zutritt zu den Geweben und man hitte erwarten 
kénnen, daB die Menge des Kreatinins abnehmen und auf 
dessen Rechnung der Gehalt an Methylguanidin zunehmen 
wiirde. Die Bestimmung dieser Stoffe zeigte, da8 der Kreatinin- 
gehalt in dem nach Morgan-Devels Verfahren konservierten 
Fleisch dem mittleren Gehalt dieses Stoffes im frischen Fleisch 
entspricht, daB derjenige des Kreatins niedriger ist. Was das 
Methylguanidin betrifft, so konnten wir keinen Zuwachs davon 
gegeniiber der Norm konstatieren. Zugleich aber gelang es 
uns, darzutun, da8 in der Tat Methylguanidin in diesem 
Fleisch enthalten war, obwohl wir eine andere Methode?) an- 
wandten, in der die Méglichkeit einer Oxydation des Kreatinins 
mittels Silberoxyd bei Gegenwart von Barytwasser vollig aus- 
geschlossen war. 


Experimenteller Teil. 


Aus 6,0kg nach Morgan-Devels Verfahren konserviertem 
Muskelgewebe wurde ein Extrakt nach einer von einem von 


1) Ewins, Biochem. Jl. Bd. 10, S. 106 (1916). 
*) Engeland, Diese Zs. Bd. 57, 8. 55 (1908). 
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uns?) beschriebenen Methode bereitet, wobei etwa 50°/, des 
Materials in das Extrakt iibergingen. 

I. 5,2666¢ frisch ausgeschnittenen Gewebes gaben nach 
dem Trocknen bei 105° bis zum bestindigen Gewicht 3,0864 g 
Trockenrest. 

II. 4,7532 g desselben Materials gaben unter denselben 
Umstiinden 2,7759 g Trockenrest. 


‘ II. Mittelwert 
Trockenrest 58,69), 58,4 °/, 58,5 °/, 
Wasser 41,4 41,6 41,5 


II. 0,3122 ¢ Trockenrest gaben nach dem Einischern im 
Platintiegel 0,1187g Asche. 
[V. 0,3455 g desselben Trockenrestes gaben 0,1315 g Asche. 


IIT. IV. Mittelwert 
Asche 38,02 °/, 38,06 °/, 38,04 °/5. 
V. Die Fallung der Chloride aus 0,1187 g Asche erforderte 
10,85 ccm einer titrierten Silbernitratlésung. 
VI. Die Fallung der Chloride aus 0,1315 g Asche erforderte 
12,0ccm einer titrierten Silbernitratliésung. 


¥, VI. Mittelwert 
NaCl 91 4 "le 91,25°/, 91,32 a 


VIL. 0,0887 g Trockenrest vom Fleisch gaben bei der 
Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl NH, in einer 6,0 ccm 
‘/,9n-H,SO, entsprechenden Menge. 

VILL 0,1962 g¢ desselben Materials gaben bei analoger Be- 
stimmung NH, in einer 13,0ccm ?/,, n-H,SO, entsprechenden 
Menge. 


VIL. VIII. Mittelwert 
N 9,47°/, 9,28, 9,37/,. 


IX. In jedem der 3 Extrakte wurde einzeln die Be- 
stimmung des Kreatins und des Kreatinins nach Solin?) aus- 
gefiihrt, wobei es sich erwies, daB das 


) I. A. Smorodinzew, Ber. der Russ. Akad. Wiss., 1916, S. 1536. 
*) O. Solin, Diese Zs. Bd. 41, S. 223 (1904). 
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1. Extrakt 7,34g Kreatinin und 0,90g Kreatin, 
2 4 » 399g ” » 0498 4 
3. ? 2,31 g ” 9 “= & ” 
im ganzen 13,64g oder 0,2279/,: 1,39g oder 0,023°/, 
enthielten. 

Vergleicht man diese analytischen Daten mit denen der 
Zusammensetzung des frischen Fleisches'), so sieht man, da 
die Wassermenge im konservierten Fleisch fast zweimal geringer 
ist, als im frischen (78,3—80°/,), die Menge des Trockenrestes 
dagegen beinahe dreimal gréBer (21,7°/,). Dieser Zuwachs an 
festem Rest bezieht sich ausschlieBlich auf die Asche, deren 
Gehalt fast um 40 mal (gegen 0,9—1°/,) gestiegen ist, und 
zwar besteht diese hauptsichlich (90°/,) aus NaCl, wihrend im 
frischen Fleisch nur 0,4°/, Asche auf das Kochsalz entfiillt. 
Dieselbe Beimischung an NaCl ist auch die Ursache der Ver- 
minderung der N-Menge (9°/, anstatt 15,3°/,) im konservierten 
Fleisch. 

Somit verdriangt das Kochsalz Wasser aus den Gewebs- 
elementen und zugleich mit diesem auch einen Teil der ge- 
lésten Extraktivstoffe; wihrend im frischen Fleisch die Kreatin- 
menge (0,4°/,) den Gehalt an Kreatinin gewohnlich iibersteigt, 
hat sich in dem von uns untersuchten Fleisch das Verhiiltnis 
geiindert — ist die Kreatinmenge bis auf 1/,,—1/,, der Norm 
gefallen, waihrend der Prozentgehalt des Kreatinins sich in den 
Grenzen wie beim frischen Fleisch erhalten hat; folglich hat 
eine Versetzung iiberwiegend des Kreatinins im Vergleich zum 
Kreatin stattgefunden. Wir wagen es nicht, eine befriedigende 
Erklarung dieser Tatsachen zu geben. 

Zur Untersuchung des Gehalts an Methylguanidin 
wurde ein zweites Extrakt genommen, das 1,1°/, oder 5,5¢ 
Stickstoff enthielt. , 

Das Volumen der Fliissigkeit war ungefaihr 500ccm und 
sie wurde abwechselnd mit heiBer, gesittigter, wiBriger Subli- 
matlésung und ebensolcher Natriumacetatlésung gefallt. Nach 





') Die Angaben iiber die Zusammensetzung des Fleisches sind dem 
»,Lehrbuch der physiologischen Chemie“ von Hammersten entnommen. 
S. 568 (1914). 
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Q 3 Tagen wurde die klare Fiissigkeit vom Niederschlag ab- 


gegossen und dieser mit einem Gemisch aus kalten, gesittigten 


| Sublimat- und Natriumacetatlésungen gewaschen. 


Quecksilberniederschlag. Der Qnecksilberniederschlag 


' wurde mit 10°/, iger Salzséure unter halbstiindlichem Er- 
' wirmen auf dem Wasserbade behandelt und die erhaltene 
| Lésung nach der Befreiung vom Quecksilber durch Schwefel- 
 wasserstoff bis zur Krystallisation eingeengt und mehreremal 
mit Methylalkohol ausgezogen; dieser wurde aus den zusammen- 
gegossenen Ausziigen abgedampft und der Rest in Wasser ge- 
lést; das neue Extrakt wurde bis zur Sirupkonsistenz eingeengt 
und mehrmals mit heiBem, absolutem Alkohol so lange be- 
 handelt, bis der ganze Rest anfing, sich leicht in kaltem, abso- 
> lutem Alkohol aufzulisen. 


Danach wurde der Sirup mit einer 10°/, igen weingeistigen 


' Lisung von Chlorplatin (Platinniederschlag) gefallt und 
» das Filtrat vom Chlorplatinat, vom Platin mittels H,S befreit, 
_ mit AusschluB nach Fortnahme des 4. Teils der Fliissigkeit, in 
' 2Fraktionen geteilt, aus der ersten erhielt man mittels einer 
' 30°/, igen Lisung von Goldchlorid einen Goldniederschlag, die 
| zweite wurde mit Pikrinsdure gefallt. 


Das Chloraurat krystallisierte beim Stehen im Exsiccator 


| iiber Schwefelsiture aus, seine Menge betrug 0,005 g. Nach 
_ dem Umkrystallisieren aus heiBer konzentrierter Salzsiiure zeigte 
es den Schmelzpunkt 162—166°, was dem Schmelzpunkt des 
_ Methylguanidinaurats entspricht. Die Verbindung des Methyl- 
guanidins mit Gold ist sehr unbestindig und zersetzt sich 
' sogar beim Umkrystallisieren aus Ather. Dies erklirt, warum 
' verschiedene Autoren den Schmelzpunkt dieser Methylguanidin- 
| verbindung, als in weiten Grenzen schwankend, zwischen 165° }) 


und 198°?) angeben. Unser Praparat schmolz unter Zer- 
setzung bei 162—166°% Die Bestimmung des Goldgehaltes 


| zeigte eine nahe Ubereinstimmung mit den theoretischen Be- 


rechnungen. 


') K. Jashimure und M. Kanai, Diese Zs. Bd. 88, S. 350 (1913). 
?) Bieger, Unters. iiber Ptomanie, III, Bd., 8. 34 (1886). 
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X. 0,0422 ¢ der Goldverbindung gaben beim Gliihey 
0,0202 g Au. 


Gefunden Berechnet fiir 
x. C,H, N,HClAuCI, : 
47,86 °/, 47,73° |». 


Das Pikrat. Aus dem Pikrinséiureniederschlag wurden 
nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 0,099 g Pikrat er- 
halten, welches bei 201,5° schmolz. 

0,099 g entsprechen 0,024 g der freien Base. 0,024 
+ 0,024 = 0,048 (°/, vom ganzen Extrakt) + 0,016 (*/, +) vom 
ganzen Extrakt) = 0,064 g x 37) = 0,192: 6000 machen 0,003°/, 
Methylguanidin gegen 0,058°/, im frischen Ochsenfleisch*) aus. 

Sowohl der Schmelzpunkt als auch das charakteristische 
mikroskopische Bild in Drusen der in Gestalt eines Federbartes 
gesammelten Krystalle*) sowie der Schmelzpunkt des Chlor- 
aurats bezeugen mit geniigender Beweiskraft, daB mittels des 
beschriebenen Verfahrens Methylguanidin ausgeschieden wurde. 

Platinniederschlag. Der Chlorplatinatniederschlag 
wurde mittels Schwefelwasserstoff zersetzt und die dabei er- 
haltene Lésung nach dem Einengen mit Goldchlorid gefiillt. 
Das Chloraurat schied in Gestalt von zwei Arten von 
Krystallen aus: in hellgelben und orangefarbenen 'Tiifelchen: 
die ersteren schmolzen bei 218—2238°, die letzteren bei 223°. 
In Anbetracht der beinahe gleichen Schmelzpunkte, der Tat- 
sache, daB die hellgelben Krystalle beim Stehen in Schnee in 
orangefarbene iibergingen und der geringen Menge der Substanz, 
wurden beide Modifikationen zum Umkrystallisieren aus ver- 
diinnter Salzsiiure vermischt, wonach homogene Krystalle aus- 
tielen, die bei 231° schmolzen. Der Behandlungsart des 
Extrakts zufolge muBte diese Fraktion Vitiatin enthalten, dem 
Kutscher die Formel 





1) Ein Viertel (1/,) der Lésung wurde zur Ausscheidung des Methy!- 
guanidins nach einem anderen Verfahren benutzt. Der Versuch mib- 
lang aber. 

°) Weil in das zweite Extrakt gegen 30°/, Extraktivstoffe iibergehen. 

) I, A. Smorodinzew, Diese Zs. Bd. 92, S. 214 (1914). 

4) W.S. Gulewitsch, Diese Zs. Bd. 47, S. 471 (1905). 
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NH,C—NCH,CH,—NH—CNH, 


ee | 
NH CH, NH 


cibt. 
Da die Data der Elementaranalyse der verschiedenen 
Vitiatinprisparate sich bedeutend voneinander unterscheiden 
und der Schmelzpunkt sehr schwankt, so zweifeln einige 
Forscher an der Individualitaét dieser Verbindung. Nach 
Kutscher wire der Schmelzpunkt der Verbindung mit Gold 
167°.1) Wegen Mangels an Material konnten wir diese Ver- 
bindung nicht niher studieren, beabsichtigen aber, in kurzem 
zu dieser Frage zuriickzukehren. 

Reste nach absolutem Alkohol: in den weingeistigen 
Resten wurde nach dem Umkrystallisieren derselben die Gegen- 


Schema der Ausscheidung des Methylguanidins 
aus dem Extrakt. 
Extrakt + HgCl, + NaC,H,0, 


Quecksilberniederschlag + HCl Quecksilberfiltrat 


a plaka: 
| | 
Salzsiurerest Salzsdiurelisung + H,S 





, L 
| 
Quecksilbersulfidniederschlag Filtrat vom H,S + CH,OH 





Methylalkoholrest Methylalkoholisches Filtrat 
a 
C,H,OH 
| | 
Alkoholrest | 
(Kreatinin) Absolut weingeistige Loésung + PtCl, 
| | 
Platinniedersehlag Platinfiltrat + HS 
| 7 Pe 
Pts, AuCl+ Filtrat vom Pts, + Pikrinsiure 
Goldniedersechlag Pikrinniederschlag 
(Methylguanidin) (Methylguanidin) 


') F. Kutscher, Diese Zs, Bd. 51, 8. 463 (1907). 
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wart von Kreatinin dargetan, welches mittels mikroskopischer 
Untersuchung der Krystalle und der typischen Reaktion von 
Jaffe, Weyl und Salkowski identifiziert wurde. 


Schliisse. 


1. Die Wassermenge des nach Morgan-Devels Verfahren 
konservierten Fleisches ist um die Halfte vermindert, der T'rocken- 
rest dagegen um das Dreifache vermehrt. 

2. Die gréBere Menge des Trockenrestes bezieht sich auf 
die Asche und hauptsichlich auf das Kochsalz. 

3. Die Stickstoffmenge im konservierten Fleisch ist von 
15°/, auf 9°/, vermindert. 

4. Die Kreatinmenge im konservierten Fleisch ist um 
10—20 mal verringert. 

5. Der Gehalt an Methylguanidin ist nicht vergréBert. 


Moskau 1917. 











Zur Kenntnis der enzymatischen Umwandlungen 
der Aldehyde. 


I. Uber die Beschleunigung der Cannizaroschen 
Umwandlung durch Hefe. 
Von 


Karl Josephson und Hans y. Euler. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1924.) 


Schon zu Ende des vorigen Jahrhunderts war im wesent- 
lichen die zentrale Bedeutung hervorgetreten, welche die 
Aldehyde, und besonders ihre einfachsten Reprisentanten, 
Formaldehyd und Acetaldehyd fiir den Stoffwechsel der Pflanzen 
und damit fiir die gesamte Biochemie besitzen. 

Unter der groBen Anzahl von Reaktionen, zu welchen die 
Aldehydgruppe befihigt ist, finden wir besonders zwei in zahl- 
reichen und wichtigen Einzelfaillen wieder: Die Aldolkonden- 
sation und die sog. Cannizaroreaktion. 

Die Aldolkondensation des Formaldehyds, der durch die 
Arbeiten von Willstatter und Stoll?) als erstes Assimilations- 
produkt erwiesen ist, tritt bekanntlich in Erscheinung bei der 
natiirlichen Zuckerbildung. Indessen ist die biochemische 
Rolle dieser Reaktion keineswegs auf diesen — allerdings 
wichtigsten — Fall beschriinkt, sondern bildet den Mittelpunkt 
einer Reihe anderer phytochemischer Umwandlungen. 

Die Cannizaroreaktion, zunichst am Benzaldehyd gefunden, 
war in konstitutionschemischer und praparativer Hinsicht an 


') Willstitter u. Stoll, Untersuchungen iiber die Assimilation 
der Kohlensiiure. Berlin, Springer 1908. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXV. 4 
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zahlreichen Aldehyden ziemlich genau durchforscht.') Vor 
lingerer Zeit konnte der eine von uns”) zeigen, daB dieselbe 
beim Formaldehyd unter der Mitwirkung von mibig verdiinnten 
Basen glatt und verhiltnismiBig schnell verliuft. 

Die entsprechende Spaltung des Acetaldehyds und seiner 
nichsten Derivate spielt bekanntlich in der modernen Girungs- 
theorie eine wesentliche Rolle. 

Nach Neuberg und Kerb*) wird Methylglyoxal in Gly- 
cerin und Brenztraubensiure umgewandelt. 


CH, : C(OH)-CHO + H,O MH, CH.(OH)- CH(OH)- CH,(OH) 
+ = 
CH, : C(OH)- CHO O  CH,:C(OH)-COOH . 


Der Acetaldehyd, welcher bei dem (durch Carboxylase 
bewirkten) Zerfall der Brenztraubensiiure entsteht, soll dann 
zusammen mit Methylglyoxal eine als ,gemischte Dismutation“ 
bezeichnete Umwandlung erfahren, wobei wieder die Bildung 
von Brenztraubensiure und Alkohol angenommen wird. 


CH,-CO-CHO O CH,-CO-COOH 
+ | = 
CH,-CHO H, CH,-CH.(OH) . 


AuBer diesen beiden Formen der ,,Dismutation“ kann eine 
andere Art der Cannizzaroreaktion eintreten, nimlich eine 
,innere Cannizzaroreaktion“, durch welche bei der Girung die 
Rolle des Methylglyoxals gedeutet wird: 

CH,-CO H, CH,-CHOH 


+ | | 
COH O COOH . 
AuBer von Neuberg und Mitarbeiter sind diese Reak- 
tionen besonders von Kostytschew‘) und Dakin’) studiert 
worden.*) DaB das Verschwinden des Acetaldehyds unter der 





1) Siehe besonders Lieben, Monatsh. f. Chem. Bd. 22, S. 289 (1901). 
*) vy. Euler, Chem. Ber. Bd. 38, S. 2551 (1905); Bd. 39, S. 36 (1906). 
5) Biochem. Zs. Bd. 58, S. 158 (1914). 

*) Diese Zs. Bd. 89, S. 367 (1914). 

5) Jl. Biol. Chem. Bd. 18, S. 91 (1914). 

6) Vgl. auch Nord, Biochem. Zs. Bd. 106, S. 275 (1920). 
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Kinwirkung von Hefe durch eine Cannizaroreaktion erklirt 
werden kann, ist sowohl von Neuberg und Mitarbeiter wie 
von Kostytschew durch den Nachweis von Alkohol und 
Essigsiiure gezeigt worden. 

Nach Neuberg!’) sowie nach Dakin und Dudley?) wird 
in der Tat auch das Methylglyoxal von Enzymen angegriffen. 
Allerdings mu bemerkt werden, wie auch Neuberg und 
Hirsch*) hervorheben, daB das Methylglyoxal in einer sehr 
sroBen Zahl von verschiedenen Formen auftreten kann (nach 
Neuberg existieren 22 Formen des Methylglyoxals) und diese 
Kormen kénnen nach verschiedenen Richtungen reagieren, 
wodurch die wahren Verhiltnisse des Methylglyoxals bei der 
fermentativen Wirkung des Zymasekomplexes sehr schwer zu 
iiberblicken sind. In welcher Richtung das Methylglyoxal 
(sowie andere bei der Girung auftretenden Zerfallsprodukte) 
reagiert, muB im besonderen Grade von der Aciditéit des 
Reaktionsmediums abhingen. 

Die Anderung des Girungsvorganges bei Verschiebung 
der Aciditiét nach der alkalischen Seite ist besonders von 
Neuberg und Mitarbeiter sowie von Euler und Mitarbeiter‘) 
und von Higglund®) untersucht worden. 

Es muB hervorgehoben werden, da’ vom enzymchemischen 
Standpunkt die Frage, welche von den verschiedenen még- 
lichen Reaktionen rein enzymatisch sind und welche ohne 
Mitwirkung von Enzymen eintreten kénnen, von allergréBter 
Bedeutung ist. Gerade in dem vorliegenden Falle, nimlich 
das EKintreten der Cannizzaroreaktion bei der Girung, scheint 
uns die Frage, ob nicht bei der alkalischen Girung die 
Cannizzaroreaktionen durch die gesteigerte Alkalinitit selbst 
beschleunigt werden, wodurch das Eintreten anderer Girungs- 





1) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 502 (1913); Bd. 51, S. 484 (1913); Bd. 55, 
S. 501 (1913). 

*) Jl, Biol. Chem. Bd. 14, S. 157 (1913). 

*) Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919). 

4) Euler u. Tholin, Diese Zs. Bd. 97, S. 269 (1916); Euler u. 
Hammarsten, Biochem. Zs. Bd. 76, S. 311 (1916); Euler u. Svan- 
berg, Diese Zs. Bd. 105, S. 187 (1919). 

°*) Higglund, Dissertation, Stockholm 1914. 
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formen teilweise erklirt werden kénnte, bisher nicht sicher 
beantwortet zu sein. 

Neuberg und Hirsch zeigten, daB bei Gegenwart von 
0,5 n-Natriumbicarbonat ohne die Mitwirkung von Hefe keine 
Veriinderung des Acetaldehyds eintrat. Es wurde auch ge. 
zeigt, daB bei gesteigerter Konzentration des Bicarbonats das 
gebildete Glycerin und auch die Essigsiiure stairker produziert 
wurde, wihrend die Ausbeute an Alkohol vermindert wav. 
Die genannten Autoren sagen aber nichts von den wirklichen 
Aciditiiten der verschiedenen Reaktionsmischungen. Ks ist sicher- 
lich nicht so sehr die absolute Konzentration des Bicarbonats, 
welche die Ausbeuten an verschiedenen Produkten beeinflussen, 
sondern es ist wohl die Aciditit, welche in dieser Hinsicht 
am meisten bestimmend ist. Auch bei den spiteren Versuchen 
von Neuberg und Hirsch’) iiber den EKinfluB verschiedener 
zugesetzten Stoffe wie Kaliumcarbonat, Dikaliumphosphat, 
Magnesiumoxyd usw. wurde die Aciditéit nicht gemessen, wo- 
durch eine Liicke und eine gewisse Unsicherheit in den bis- 
herigen Stand unserer Kenntnisse vorhanden war. 


Neue Versuche iiber die Cannizzaroreaktion des 
Aldehyds unter der Einwirkung von Hefe. 


Bei simtlichen Versuchen wurde Kahlbaums Acetaldehyd 
verwendet. Die Reinheit des Priparates wurde durch Titrie- 
rung nach Ripper gepriift. Der Gehalt an Aldehyd wurde 
zu 95°/, bestimmt. Auch bei den im folgenden beschriebenen 
Versuchen wurde die Methode von Ripper verwendet. Die 
bei den Titrierungen benutzte Jodlésung war 0,0978 n. Der 
Gehalt an Acetaldehyd ist in allen Fallen angegeben nur durch 
die verbrauchte Menge Jodlésung, ausgedriickt in Kubikzenti- 
metern. 

In allen Fallen, wo Hefe (R-Hefe aus Stockholms Norra 
Jistfabrik)?) zugegen war, wurde die Aciditit direkt in der 
Reaktionsmischung elektrometrisch bestimmt. Es zeigte sich, 





') Biochem. Zs. Bd. 100, 8. 304 (1919). 
*) Herrn Oberingenieur H. Brahmer sei auch hier bestens gedankt. 
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daB wegen der gro8en Pufferwirkung der anwesenden Hefe die 
wirklichen Aciditiiten der Reaktionsmischungen sehr stark von 
den aus den zugesetzten Puffermengen (Phosphat) zu _be- 
rechnenden Aciditiiten abwichen. 


Die Stabilitit des Acetaldehyds bei verschiedener 
Aciditat. 


Es wurde zuerst untersucht, ob nicht die Stabilitat des 
Acetaldehyds bei den im folgenden benutzten héheren Alkali- 
nitiiten soweit herabgesetzt war, daB eine ohne die Mitwirkung 
von Enzymen eintretende Reaktion die Aldehydmenge ver- 
mindern konnte. Zu jedem Versuch wurden 5 ccm einer Al- 
dehydlésung (dessen Gehalt an Acetaldehyd 16,5 com Jodlésung 
entsprach) mit 1 ccm Pufferlésung gemischt. Nach 3 Tagen 
wurden die Lésungen auf Aldehydgehalt untersucht. 

















— Phosphat Soda- 
Pufferlésun . 5 . 
& 4s Gens on so seo reson lésung 
1 ccm phorsiure mischung | mischung | mischung 5°, 
Pu 2,75 4,5 6,6 8,5 _ 
Menge Aldehyd 
bei Beginn des 
Versuches ... 16,5 16,5 16,5 16,5 16,5 
Menge Aldehyd 
nach 8 Tagen . 15,7 15,65 15,6 15,6 6,7 
Verschwundene 
Aldehydmenge 0,8 0,85 0,9 0,9 9,8 

















Wir kénnen aus den obigen Zahlen sofort sehen, dab 
eine Verminderung der Aldehydmenge wihrend dieser Zeit 
mit Ausnahme vom letzten Versuch in nennenswerter Menge 


nicht eingetreten ist. 


Von der nichtenzymatischen Verinde- 


rung des Acetaldehyds kénnen wir im folgenden ganz absehen, 
da unsere Versuche nur bei Alkalinitiiten, welche py < 8,5 
entsprechen, ausgefiihrt sind. 

Im folgenden Versuch wurde etwas Acetaldehyd in 0,5 n- 
Natriumbicarbonatlésung gelést und der Aldehydgehalt (in je 
35 ccm Lésung) bei verschiedenen Zeiten bestimmt: 


s 
ee 
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Zeit in Tagen ecm J-Lésung 





0 16,9 








1 16,9 
\ : 6 16,7 
‘ Wir kénnen also den Befund von Neuberg und Hirsch" 


bestitigen, nimlich daf in bicarbonathaltiger Loésung Acetal- 
dehyd sehr bestiindig ist, und somit eine Cannizzaroreaktion 
ohne der Mitwirkung von Enzymen nicht eintritt. 





























Cannizzaroreaktion durch lebende Hefe. ; 
Bei den folgenden Versuchen waren die Reaktions- > 
mischungen von folgender Zusammensetzung: 3 
25 eem Acetaldehydlisung (1 ccm entsprach 6,0 ecm J-Lésung), q 
25 cem Hefesuspension (entsprechend 6,7 g PreBhefe), 4 
10 cem Pufferlésung (4 °/,ige Phosphatmischung), u 
60 cem Totalvolumen. 4 

Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben von je 5 ccm 
entnommen, und die Aldehydmengen nach Ripper bestimmt. — 
Die py-Bestimmungen wurden, wie erwihnt, elektrometrisch FD 
ausgefiihrt. Die starke Steigerung der Aciditit wihrend der — 
Versuche wird durch die Bildung von Essigsiure bei der — 
Cannizzaroreaktion erklirt. 5 
Py bei Beginn ' | 70 1.9 ‘ 
des Versuches . in | " , E 
Zeit in Stunden ecm Jodlésung beim Titrieren : 
0 12,5 12,5 12,5 12,5 j 
4 10,4 9,7 9,6 9,5 ; 
19 6,3 4,9 4,5 4,3 7 
24 4,7 3,3 2,8 2,6 ’ 
46 1,0 0,6 0,7 0,6 : 
12 0,7 0,5 0,6 0,5 : 
Py nach 45 Stdn. 3,4 48 | 47 | 4,8 4 
1) A.a. O. ‘ 
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Es geht aus den oben mitgeteilten Zahlen hervor, da’ 
die Dismutation des Acetaldehyds nicht nur im alkalischen 
Gebiet eintritt, sondern auch im sauren Gebiet 
(px = 3—4), wenn auch die Geschwindigkeit bei héherer Aci- 
ditiit kleiner als im alkalischen Gebiet ist. Zu demselben 
Ergebnis sind auch Neuberg und Hirsch gekommen. In 
24 Stunden fanden sie eine Abnahme des Aldehydgehaltes von 
50,9°/, bei der natiirlichen Aciditét der Hefesuspension, wenn 
mit derselben Hefemenge in _ bicarbonathaltiger, alkalisch 
reagierender Liésung dieselbe Hefemenge einen Umsatz von 
96,5°/, Aldehyd bewirkte.") Aus unseren Versuchen ist noch 
weiter ersichtlich, daB zwar die Geschwindigkeit im sauren 
Gebiet kleiner ist als im alkalischen Gebiet, aber die Reaktion 
geht auch hier bis zu demselben Umsatzgrad. Im Versuch 
bei der héchsten Aciditiit wird derselbe Umsatzgrad in 
72 Stunden erreicht wie bei den hodheren Alkalinitaéten in 
46 Stunden. Zur Berechnung der relativen Geschwindigkeiten 
bei verschiedenen Acidititen eignen sich diese Angaben doch 
nicht, wegen der starken Anderung der Aciditiit beim Fort- 
schreiten der Cannizzaroreaktion. Um eine solche Berechnung 
ausfiihren zu kénnen, miissen wir entweder viel stirker puffern 
oder wir kénnen die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion 
als Grund der Berechnung nehmen. 

Wir finden aus unseren Versuchen, da8 bei den folgenden 
Anfangsaciditiiten die Umsitze in derselben Zeit (4 Stunden) 
folgende Betrige erreichen: 





Py bei Beginn 
4 6,4 2 
des Versuches o : 7” 4 
Aldehydumsatz 17 22 23 24 
0 ' 
/o 














Aus diesen Zahlen sehen wir, daf die Umsatzgeschwindig- 
keit nicht sehr stark von der Aciditiét abhingt (im unter- 
suchten py-Gebiet). 


Die folgenden Versuche sind mit verschiedenen Hefe- 





1) A.a. O., S. 193. 
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mengen ausgefiihrt, nimlich Variieren der Hefemenge im 
Verhiltnis 1:2:3 unter im iibrigen beibehaltenen Verhiilt- 
nissen. Wegen der ungleichen Reaktionsgeschwindigkeiten 
sind natiirlich die Reaktionsbedingungen auch jetzt nur im 
Anfang iibereinstimmend, denn je gréBer die Reaktions- 
geschwindigkeit desto stiirker iindert sich die Aciditiit des Reak- 
tionsmediums. 

Die Reaktionsmischungen waren zusammengesetzt wie folgt: 


25 ecm Acetaldehydlésung, 
20 ecm Na,HPO,-Lésung, 

acem Hefesuspension, 
15—a cem Wasser, 





60 cem Totalvolumen. 


a betrug in den einzelnen Versuchen 5, 10 und 15 ccm, 
entsprechend 2,2, 4,4 und 6,6 g frische PreBhefe. Die Aciditit 
der Lésungen entsprach beim Versuchsbeginn py = 7,4. 

Die Zahlen der Tabelle bedeuten wie vorher die der 
Aldehydmenge (in 5 ccm) entsprechende Anzahl ccm Jodlésung. 








; He fe 
Zeit in Stunden 5 
2,2 | 4,4 | 6,6 
12,3 | 12,4 | 12,4 
21 8,3 | 5,! | 4,0 
28 5,9 | 2,7 | 1,1 





Ks ist ersichtlich, da8 eine gréBere Hefemenge eine gréfere 
Reaktionsgeschwindigkeit hervorbringt. Von einer vollkommenen 
Proportionalitat zwischen Hefemenge und Reaktionsgeschwindig- 
keit kann in diesen Versuchen natiirlich keine Rede sein, wegen 
der auch hier eintretenden Anderung der Aciditit beim Fort- 
schritt der Reaktion und des damit bedingten Abfallens der 
Umsatzgeschwindigkeit. 

Bei den folgenden Versuchen waren die Reaktions- 
mischungen zusammengesetzt wie in den vorstehenden Ver- 
suchen, nur mit dem Unterschied, daB die Hefesuspension 
(6,6 g Hefe) waihrend 30 Minuten auf 70 bzw. 100° erhitzt 
worden waren: 
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Erhitzun; der Hefe auf 
Zeit in Stunden 8 
70° 100° 
0 12,3 12,4 
20 11,1 11,1 
48 10,2 10,1 





Wir sehen, daB das Verschwinden des Aldehyds auf einen 
ganz kleinen Betrag durch das Erhitzen der Hefe herabgesetzt 
worden ist. Die enzymatische Natur der Dismutation tritt 
also deutlich zu Tage. Die kleine Verminderuag des Aldehyd- 
gehalts bei diesen Versuchen kann vielleicht darauf zuriick- 
gefiihrt werden, daB die KiweiBstoffe der abgetiteten Hefe mit 
dem Acetaldehyd reagieren. Diese Reaktion, welche vielleicht 
auf die Aminogruppen des Hefeneiweifes zuriickgefiihrt werden 
kann, geht. allerdings viel langsamer von statten als die enzy- 
matische Cannizzaro-Reaktion (Dismutation). 


Cannizzaroreaktion des Isovaleraldehyds unter der 
Kinwirkung der Hefe. 


Um nachzupriifen, ob die durch ein Hefeenzym hervor- 
gebrachte Cannizzaro-Reaktion des Acetaldehyds auch hei 
andern Aldehyden wiedergefunden wird, oder ob diese Reaktion 
nur auf die bei der Garung auftretenden Aldehyde und Ketone 
(Acetaldehyd, Methylglyoxal) beschrinkt ist, haben wir auch 
Isovaleraldehyd in dieser Hinsicht zur Untersuchung gebracht.’) 
Wir haben auch jetzt damit begonnen zu untersuchen, ob die 
Stabilitat des Isovaleraldehyds im vorliegenden py-Gebiet so 
klein ist, daB die ohne Mitwirkung von Enzymen eventuell 
eintretende Umlagerung des Aldehyds unsere weiteren Ver- 
suche beeinflussen kénnten. Allerdings zeigte sich der Iso- 
valeraldehyd im vorliegenden py-Gebiet vollkommen stabil. 
Wir kénnen deshalb wegen Raumersparnis uns auf die Mit- 
teilung der Versuche bei Anwesenheit von Hefe beschrinken. 

Die Reaktionsmischungen waren wie folgt zusammengesetzt: 





") Vgl. Neuberg u. Steenbock, Biochem. Zs. Bd. 52, 8S. 494 
(1913); Bd. 59, S. 188 (1914). 
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10 ecm Pufferlésung (4°/,iger Phosphatmischung), 
40 ccm Aldehydlésung (5 ccm entsprach 11,6 ecm J-Lisung), 
10 cem Hefesuspension (entsprechend 4,4 g PreBhefe), 





60 cem Totalvolumen. 














Py ee 2... 2 | &® 
Zeit in Stunden | ecm Jodlésung beim Titrieren 
0 1,7 1% 1,7 1,7 
15 6,4 5,9 5,6 5,5 
21 6,2 5,5 5,4 5,1 
39 5,7 4,8 4,5 4,4 














Ks geht aus den obenstehenden Zahlen hervor, daB auch 
Isovaleraldehyd einer Dismutation unter der Einwirkung von 
Hefe unterliegt. Die ,,Aldehydmutase“ der Hefe ist also nichit 
auf die bei der Giirung auftretenden Aldehyde als Substrat 
beschrinkt. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist doch viel geringer 
als im Falle des Acetaldehyds. 

Unsere Versuche bestitigen also die ilteren Ergebnisse 
von Neuberg und seiner Mitarbeiter, sowie von Kostytschew 
und von Dakin, daf in der Hefe ein Enzym, welches die 
Cannizzaro-Reaktion der Aldehyde bewirkt, tatsichlich 
existiert. Allerdings wollen wir hier betonen, daB die Ge- 
schwindigkeit dieser Dismutation wenigstens im sauren Gebiet 
wie bei der optimalen Aciditit der Zuckergiirung so klein ist, 
daB wenigstens bei solchen Aldehyden wie Acetaldehyd die 
Reaktion fiir den Verlauf der Girung unserer Ansicht nach 
wohl nur von untergeordneter Bedeutung sein kann. Die 
Moglichkeit steht doch offen, daB die ,,Aldehydmutase“ nach 
der Annahme friiherer Forscher ihr wichtigstes Substrat im 
Methylglyoxal besitzt. Entweder kénnte die in der Hinleitung 
erwihnte gemischte Dismutation des Methylglyoxals und Acet- 
aldehyds unter Bildung von Brenztraubensiure und Alkohol 
beschleunigt werden oder die innere Cannizzaro-Reaktion 
kénnte bei dem Methylglyoxal von dem als_,,Glyoxalase“ 
(Dakin) wirkenden vorliegenden Enzym hervorgebracht werden. 
Nach den Erérterungen Dakins}!) sollen allerdings die ,,Gly- 





1) Biochem. Zs. Bd. 59, S. 193 (1914). 
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oxalase’ und die von Neuberg und Mitarbeiter studierte 
,Aldehydmutase“ verschiedene Enzyme sein. Dariiber haben 
wir keine Erfahrungen. 

Wie erwihnt, halten wir es fiir nicht ausgeschlossen und 
sogar mit Neuberg fiir wahrscheinlich, daB gerade das Methyl- 
elyoxal (und niher bestimmt die bei der Girung auftretende 
Form desselben) das spezifische Substrat des in Rede stehenden 
Enzyms darstellt. Die Existenz verschiedener Formen des 
Methylglyoxals') wird vielleicht in einfacher Weise erkliren 
kénnen, daB die Versuche, Methylglyoxal enzymatisch anzugreifen, 
teilweise miBgelungen sind. Bei der direkten Prifung des 
Methylglyoxals”) hat man mit Wahrscheinlichkeit nicht die bei 
der Girung wirksame Modifikation des Methylglyoxals unter- 
sucht. AuBerdem wird die Aciditit einen groBen KinfluB aus- 
iiben kénnen, nicht nur betreffend die Geschwindigkeiten der 
einzelnen Reaktionen, sondern auch (und gerade im vorliegenden 
Falle) sicherlich betreffend die Gleichgewichte zwischen den 
verschiedenen Modifikationen der Substrate. Die drei Girungs- 
formen, welche von Neuberg aufgestellt sind, finden von 
diesem Standpunkt aus ihre teilweisen Erklarungen. %)*) 

AuBer dieser Dismutation der Aldehyde wire es a priori 
nicht ausgeschlossen, daB ein Enzym des Zymasekomplexes 
auch eine ahnliche Dismutation der einfachen Zuckerarten, 
welche von der Giarung vergoren werden kénnen, bewirken 
kénnte.*) Solche Umlagerungen aufzusuchen und niaher zu 
studieren, scheint gegenwirtig als eine wichtige Aufgabe. °) 





') Neuberg u. Hirsch, a. a. O. 

*) Vgl. Neuberg u. Oertel, Biochem. Zs. Bd. 55, S. 495 (1913), 

°) Neuberg, Hirsch u. Reinfurth, Biochem. Zs. Bd.105,8.307 (1920). 

*) Neuberg u. Ursum, Biochem. Zs. Bd. 110, S. 193 (1920). 

°) Siehe hierzu Isaae u. Adler, Diese Zs. Bd. 115, S. 105 (1921). 

°) Fiir die Existenz eines Enzyms, welches die mutameren Formen 
der Hexosen ineinander umlagert, also das Gleichgewicht «-Glucose > 
5-Glucose einstellt [Yamazaki u. Kawakani, Jl. Chem. Soc. Japan 
Bd. 42, (1921)] konnten wir bisher keine Anhaltspunkte gewinnen; 
wir verweisen auch auf die Ergebnisse von Hewitt u. Souza, Biochem. 
Jl. Bd. 15, S. 667 (1921), sowie Hewitt u. Pryde, ebenda Bd. 14, S. 395 
(1920), — Hine Bestitigung der Resultate von Winter u. Smith [Jl. 
of Physiol. Bd. 57, XIII (1923)] bleibt abzuwarten. 
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Von Bedeutung fiir die Girungserscheinungen, und speziell 
in Zusammenhang mit der Zymophosphatbildung, kénnte auch 
die eventuelle Existenz von solchen ,,[lsomerasen“ sein’), welche 
den Ubergang der verschiedenen Formen der einfachen Zucker. 
arten ineinander bewirken. Vielleicht sprechen doch die neueren 
Versuche von Willstatter und Sobotka iber die aus- 
wihlende Girung von Zuckergemischen’”) gegen das Vorkommen 
solcher Isomerasen in der Hefe.%) 


1) Euler u. Myrback, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi. Bad. 8, 
Nr. 17 u. zw. S. 14 (1922). 

2) Willstitter u. Sobotka, Diese Zs. Bd. 123, S. 164 (1922); 
Bd. 128, S. 170 (1922); Bd. 123, S. 176 (1922). 

8) Nach der neuesten Untersuchung von Neuberg und Rein- 
furth [Biochem. Zs. Bd. 143, 8. 553 (1923)] fndern sich die Reaktions- 
verhiltnisse des Acetaldehyds bei der gleichzeitigen Einwirkung der 
Hefenenzyme auf Acetaldehyd und vergiirende Zuckerarten. 





Uber die stickstoffhaltigen Substanzen in reifenden 
Roggenahren. 
Von 


Alexander Kiesel. 





(Staatliches biologisches Timiriaseff-Forscherinstitut zu Moskau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12, Januar 1924.) 


Der ReifungsprozeB der Samen ist ein Vorgang, der bis 
jetzt verhaltnismaBig wenig chemisch in seinen Hinzelheiten 
untersucht wurde.') Eine viel gréBere Zahl von Arbeiten wurde 
dem Keimungsvorgange gewidmet, da es hier wohl viel leichter 
ist, sich das Arbeitsmaterial in nétiger Menge zu verschaffen. 
Die den ReifungsprozeB behandelnden Arbeiten _ betreffen 
eréBtenteils die Veriinderung des Eiweif-, Kohlenhydrat- und 
Fettgehalts, wobei zugleich noch die Rolle der nichteiweib- 
artigen stickstoffhaltigen Substanzen im allgemeinen und der 
sogenannte ,,Asparaginstickstoff in Betracht gezogen wurden.’) 

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, einen Beitrag zur 
Kenntnis des Reifungsprozesses des Roggens zu geben, wobei 
die Unméglichkeit, geniigende Mengen unreifer Roggenkérner 
in friihem Reifungsstadium zu gewinnen, dadurch umgangen 
wurde, daB ganze Ahren zur Untersuchung kamen, in der Er- 
wigung, daB die in denselben enthaltenen Stoffe zum groBen 
Teil bei der Reifung der Kérner Verwendung finden. Neben 
den allgemeinen quantitativen Bestimmungen verschiedenartigen 


) Vgl. Czapek, Biochemie d. Pflanzen, 2. Aufl. 

*) Die letzte Bezeichnung muB giinzlich fallen gelassen werden, da 
der so bezeichnete Stickstoff itiberhaupt Amiden, unter anderem auch 
z. B, Harnstoff gehért. 
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Stickstoffs in den Ahren zu drei verschiedenen Reifungs- 
momenten wurde ein qualitativer Nachweis verschiedener Stick- 
stoffverbindungen vorgenommen und ihre Menge méglichst 
quantitativ gemessen, was bei den zur Zeit iiblichen Methoden 
nur mit einem gewissen Vorbehalt geschehen konnte. 

Die Ahren wurden auf dem Felde von den Halmen am 
21. Juni, 3. und 14. Juli abgeschnitten. Fiir die quantitativen 
Bestimmungen wurde ein kleiner Teil sogleich rasch bei Durch. 
liftung im Trockenschrank getrocknet und dann bis zum Ein. 
stellen des konstanten Gewichts an der Luft im Zimmer 
gelassen. Fir die qualitativen Untersuchungen wurde das 
Material zum Teil frisch, zum Teil in getrocknetem Zustande 
nach Trocknen bei 60° im riumigen Trockenschrank verwendet. 

Das Gewicht einer frischen und getrockneten Ahre (be- 
rechnetes Mittelgewicht) folgt aus Tabelle I. 


Tabelle LI. 








In Gramm In °/, des Frischgewichts 





| 21/VI. | 3./VIL |14./VIL] 21./VL. | 3/VIL | 14./VIL. 














Frischgewicht | 1,378 | 2,092 | 1,863 | 100 | 100 | 100 
Lufttrockengewicht || 0,565 | 0,983 | 1,212 | 41,01 | 46,99 | 65,04 
Trockengewicht | 0,443 | 0,838 | 1,065 | 32,15 | 40,06 | 57,17 








Aus den in Tabelle I angefiihrten Zahlen ist das Mai 
der Anhiufung von Reservematerial ersichtlich. Zugleich lift 
sich die Menge des Imbibitions- und des hygroskopischen 
Wassers in 9%, des Frischgewichts der Ahren berechnen 
(Tabelle IT.) 

Tabelle II. 














| 91,/VI. 3./VIL. 14./VIL. 
Imbibitionswasser .. i 58,99 53,01 34,96 
Hygroskopisches Wasser . . | 8,86 6,93 7,87 


Aus beiden Tabellen ist zu ersehen, dab die Menge hygro- 
skopischer Substanzen bei stetiger Zunahme des ‘Trocken- 
gewichts der Ahren zuerst ab, dann, am Ende des Reifungs- 
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prozesses, wieder zunimmt, ohne den Anfangswert zu er- 
reichen. 

In den nichsten Tabellen III und IV sind die fiir die 
verschiedenen Formen von Stickstoff gefundenen Werte angefiihrt, 
wobei in Tabelle III der Stickstoff in °/, des Lufttrocken- und 
des Trockengewichts, in Tabelle IV in Gramm fir je 100 Ahren 
berechnet ist. 


Tabelle III. 























| I. Stad. 21./VI. | Il. Stad. 3./VII. | ILL. Stad. 14./VII. 
a> oa 2 
Stickstoff form FEE gs 383 588 388 Bga 
IS SBlecS 8/5 84/-33)/354| 2-55 
|S 8)° Gals al° ae Bl28 8 \° oa 
Gesamt-N . . . | 1,75 2,23 1,62 1,90 1,83 2,08 
EiweiB-N . . . || 1,28 1,63 1,45 | 1,70 1,59 1,81 
NichteiweiB-N . | 0,47 0,60 0,17 0,20 0,24 0,27 
Ammoniak-N . | 0,041 | 0,052 | 0,028 | 0,033 | 0,022 | 0,025 
NH, + NH,-N . | 0,146 | 0,186 | 0,086 | 0,101 | 0,098 | 0,111 
Amid-N. . . . | 0,105 | 0,134 | 0,058 | 0,068 | 0,076 | 0,086 
P-w-s-N . . . | 0,066 | 0,084 | 0,051 | 0,060 | 0,047 | 0,054 
Basen- u. Pepton-N | 0,025 | 0,032 | 0,023 | 0,027 | 0,025 | 0,029 
Aminosiiuren-N . | 0,30 0,38 0,06 | 0,07 | 0,12 | 0,18 
{ 





Aus dem Vergleich der beiden Tabellen ist ganz deutlich 
zu sehen, daB die beiden Berechnungsweisen einen ganz ver- 
schiedenen Gang des Reifungsprozesses in bezug auf Stickstoft- 
gehalt verschiedener Formen angeben. Selbstredend kann uns 
nur die letzte Berechnungsart eine Vorstellung iiber die bei der 
Reifung vorgehenden Prozesse geben. 

Der immer ansteigende Stickstoffgehalt der Ahren wird 
durch das gleichzeitige Anreichern von stickstofffreien Sub- 
stanzen verdeckt und tritt deutlich erst in Tabelle IV hervor. 
Dieses Ansteigen ist iiberwiegend durch Anhaufen von Kiweib- 
substanzen bedingt. Die nichteiweiBartigen Stickstoffsubstanzen 
der Ahren erleiden sogar im mittleren Reifungsstadium eine 
Starke Verminderung (um spiter wieder die Anfangshéhe zu 
erreichen), was hauptsichlich durch Umwandlung der Amino- 
Siuren wihrend der Kiweifsynthese hervorgerufen wird, Die 
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Tabelle IV. 
Stickstoff in 100 Ahren in Gramm. 























| I. Stadium | IL Stadium | III. Stadium 
21./VI. 8./VII. 14./VII. 
Gewicht von 100 Ahren 
(Trockengewieht). . . . 44,3 83,8 106,5 
eee er 0,988 1,592 2,215 
MiedO@M . nw cu 0,722 1,425 1,928 
NichteiweiB-N. . . . . . 0,266 0,167 0,287 
Ammoniak-N...... 0,023 0,028 0,027 
a 0,059 0,057 0,092 
Basen- und Pepton-N. . . 0,014 0,023 0,031 
Aminosiiuren-N . . .. . 0,168 0,060 0,138 





gleiche Richtung mit der Verinderung der Menge der Eiweib- 
kérper hat anscheinlich auch die Menge der peptonartigen 
Substanzen?), fiir die ebenfalls eine standige Vermehrung ge- 
funden wurde. Bei annaéhernd konstantem Ammoniakstickstofi- 
gehalt konnte eine Vermehrung des Amidstickstoffes im letzten 
Stadium des Reifens der Ahren nachgewiesen werden. Daraus 
kann jedoch jetzt kein Schlu8 iiber die Beteiligung des Am- 
moniaks und der Amide an der HiweiBsynthese gezogen werden. 


Priifung auf Asparagin. 


Zum Nachweis des Asparagins wurden 4500 g frischer 
Ahren im 1. Reifungsstadium und je 6000 g im 2. und 3. Rei- 
fungsstadium, wobei in letztem Falle das Material zuerst ge- 
trocknet wurde, grob gemahlen und zweimal mit heiSem Wasser 
extrahiert und abgepreBt. Die vereinigten Extrakte jeder 
Portion wurden mit Bleiessig versetzt, vom gebildeten Nieder- 
schlage abfiltriert, etwa zur Hilfte auf dem Wasserbade bei 
neutraler Reaktion eingedampft, die Ausfallung mit Bleiessig 
zu Ende gefihrt und nachher mit Quecksilbernitratlésung 





1) Neben Peptonen wurden hier auch die basischen Substanzen 
mitbestimmt. Uber Ungenauigkeit der Trennung stickstofthaltiger Sub- 
stanzen durch Phosphorwolframsiiure s. unten. 
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yersetzt. Nach Entfernung der Fallung wurde das Filtrat mit 
Natriumcarbonat bis zur sehr schwach sauren Reaktion und 
mit neuen Mengen Quecksilbernitrat versetzt und der wechselnde 
Zusatz beider so lange wiederholt, als noch ein Niederschlag 
entstand. Die so erhaltenen vereinigten Fallungen wurden mit 
Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, das Filtrat bei 
durch Ammoniakzusatz neutral gehaltener Reaktion bis zum 
flissigen Sirup eingedampft und dann der Krystallisation 
iiberlassen. Da nach lingerem Stehen iiber Schwefelsiure keine 
Krystallisation eintrat, wurde versucht, durch Alkoholzusatz 
diese zu férdern. Jedoch war dieser Versuch in allen 3 Fallen 
ganz erfolglos, wenn auch bei Anwesenheit selbst einer nur 
kleinen Menge Asparagins in den Verhiltnissen des Versuchs 
eine Krystallisation des Asparagins eintreten muBte. 


Somit war in keinem der untersuchten Reifungsstadien 
Asparagin nachweisbar. 


Phosphorwolframsaurefallung. 


In Arbeit wurden je 6000 g frischer Ahren genommen, 
deren T'rockengewicht fiir das I. Stadium 1929 g, fir das II. 
2404 und fiir das III. 3430 g entsprach. Die Verarbeitung 
und Reinigung mit Bleiessig geschah in gleicher Weise, wie 
bei der Priifung auf Asparagin. Das iiberschiissige Blei wurde 
durch Schwefelsiiure entfernt und weiter Schwefelsiure bis 
zum Gehalte von 4°/, zugesetzt. Danach folgte die Fallung 
mit konzentrierter Phosphorwolframsiurelésung und Auswaschen 
des Niederschlages mit 4°/,iger Schwefelsiure in tiblicher Weise. 
Die Lésung der aus der Fillung durch Baryt in Freiheit 
gesetzten Stoffe wurde von Ammoniak mit einer Riithrvorrichtung 
befreit, das noch iiberschiissige Baryt durch Kohlensiure 
entfernt und die Lisung im Vakuum eingeengt. Nach Neu- 
tralisation mit Salpetersiure wurden die Purinbasen durch 
Silbernitrat gefillt und bei iiberschiissigem Silbergehalt im 
Filtrate die Trennung der Histidin-, Arginin- und Lysinfraktion 
in tiblicher Weise durchgefiihrt, wobei die Lysinfraktion noch- 
mals mit Phosphorwolframsdure ausgefillt wurde. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXY. 5 
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a) Purinbasenfraktion. 


Die Silbernitratverbindungen der Purinbasen wurden nach 
Schindler?) mit Salpetersiure vom spez. Gew. 1,1 erwirmt, 
hei filtriert und erkalten lassen. Die dabei abgeschiedenen 
Silbernitratverbindungen wurden abfiltriert. 

Die in Lésung verbliebene Silberverbindung des Xanthins 
wurde durch Ammoniak ausgefallt und mit Schwefelwasserstofi 
zerlegt. Aus den auf ein kleines Volum gebrachten Lésungen 
schied sich das Rohxanthin in folgenden Mengen ab: 


I. 0,03 g II. 0,09 g IIT. 0,04 g. 


Zur Identifikation des Xanthins wurden folgende Reaktionen 
mit positivem Erfolge ausgefiihrt: 1. Xanthinprobe, 2. Wei- 
delsche Probe, 3. farbiger Ring beim Eintragen in die Mischung 
von Chlorkalk in Natronlage, 4. Aussehen der Silbernitrat- 
verbindung — mikroskopische Sphirite diinner gebogener 
Nadeln. 

Bei den Farbenreaktionen blieb das Roh-Xanthin aus III 
deutlich hinter I und IJ zuriick, was auf eine gréBere Ver- 
unreinigung hinwies. 

Die beim Erkalten der Lésung in Salpetersiure gebildeten 
krystallinischen Silbernitratsalze der anderen Purinbasen hatten 
das Gewicht: 


I. 2,34 ¢ Il. 0,725 g III. 0,155 g. 


Somit war eine sehr deutliche Abnahme der Purinbasen 
wihrend des Reifungsprozesses wahrnehmbar. 

Nach Entfernen des Silbers wurde das Filtrat zur Trockne 
gebracht und der Riickstand mit verdiinntem Ammoniak unter 
Erwirmen mehrmals extrahiert. Dabei verblieb nur in I ein 
Riickstand, der neben Schwefel noch Guanin in schitzbarer 
Menge, namlich 0,199 g, enthielt. In II waren noch Spuren 
von Guanin nachweisbar, in III fehlte das Guanin ginzlich. 

Zur Identifikation des Guanins wurden folgende Reaktionen 
mit positivem Resultate ausgefiihrt: 1. charakteristische Xan- 
thinprobe, 2. Probe mit Metaphosphorsaure, 3. mit Pikrinsaure, 





1) Diese Zs. Bd. 13, S. 482 (1889). 
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4. typische Form des Chlorids, 5. Probe mit Diazobenzol- 
sulfosdure. 

Die abfiltrierte ammoniakalische Lisung gab beim Stehen- 
lassen einen weifen amorphen Niederschlag, der sich in ver- 
diinntem Ammoniak in II leicht, in I und III vdllig erst bei 
gelindem Krwirmen aufléste. Die beabsichtigte Trennung des 
Adenins vom Hypoxanthin durch Behandlung mit verdiinntem 
Ammoniak erwies sich unbrauchbar*) und es konnte dadurch 
nur ein Teil des Adenins, und dabei auch nicht vollstindig, 
vom Hypoxanthin getrennt werden. Der andere Teil des 
Adenins konnte erst durch Fallung mit 1,1°/, wiBriger Pikrin- 
siure abgetrennt werden. Im zweiten Reifungsstadium konnte 
Adenin iiberhaupt nicht nachgewiesen werden. 

Das Gewicht des Adenins betrug: 

I. 0,305 g Il. 0g TIT. 0,053 g. 

Identifikation des Adenins: 1. negative Xanthinprobe, 
2. positive Probe nach A. Kossel, 3. Schmelzpunkt des Pikrats 
unter Zersetzung gegen 280°, 4. wetzsteinférmige Krystalle 
der freien Base 5. typische Krystallform des Chloraurats mit 
Schmelzpunkt bei 215° (unkorr.)?) unter Zersetzung b) Gold- 
gehalt des Chloraurats. 

0,0898 g Chloraurat gaben 0,0341 g oder 37,979/, Au.*) 

Nach Abtrennen des Adenins durch Pikrinsiure und Ent- 
fernen der Pikrinsiiure nach Ansaiuern mit Ather, wurde mit 
ammoniakalischem Silbernitrat gefallt, die Silberverbindung 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt, das Filtrat zur Trockne 
gebracht und das Nitrat des Hypoxanthins in typischen klaren, 
wetzsteinformigen, in Salpetersiure schwer léslichen Krystallen 
erhalten. Das aus dem Nitrat berechnete Gewicht des freien 
Hypoxanthins betrug: 


I. 0,190 g II. 0,108 g II. Spuren? 
Die ausgeschiedenen Priparate zeigten folgende Eigen- 





1) Vgl. A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 67, S, 246 (1910). 

*) In wasserfreiem Zustande scheint das Chloraurat gegen 250° zu 
schmelzen. 

‘) Statt 37,23°/, fiir das Krystallwasser enthaltende Salz. 


5* 
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schaften: 1. Xanthinprobe — negativ, 2. mit Goldchlorid — | 
keine typischen Krystalle, 3. mit Pikrinsiure — keine Fiallung} 


4, Reaktion nach Kossel — positiv, 5. mit Diazobenzolsulfo. 
siiure — positive Reaktion, 6. typische Eigenschaften de 
Nitrats. b 

Wie schon in einer vorhergehenden Abhandlung’) betont 
wurde, kann die Ausscheidung der einzelnen Purinbasen woll 
nicht als ganz quantitativ angesehen werden. Jedoch mangelt 
es an Methoden, die eine gréBere Genauigkeit erlauben, als 
diese bei méglichster Sorgfaltigkeit durch die beschriebene 
Arbeitsweise erreicht wird. 


b) Histidinfraktion. 


Die Anwesenheit von Histidin in allen 3 Stadien konnte i 
nur durch positive Reaktion mit Diazobenzolsulfosiure inf- 


alkalischer Lisung und durch die positive Biuretreaktion nach- 
gewiesen werden. Der Versuch, reines Pikrolonat zu erhalten 


miBlang. Es wurden wohl unreine Pikrolonate erhalten, deren 


Menge aber eine Reinigung und Identifizierung durch Schmelz: 
punktsbestimmung nicht erlaubte. Nebenbei befanden sich 
hier andere Kérper, deren Menge auch nur sehr gering war 
und die deshalb nicht weiter untersucht werden konnten. 


c) Argininfraktion. 





Arginin konnte in keinem Stadium als Kupfernitratdoppel- 
salz nachgewiesen werden. Nach Entfernen des Kupfers durch f 
Schwefelwasserstoff und Umfallen der Argininfraktionen durch J 
das Silberbarytverfahren wurden die alkalisch reagierenden 
Lésungen der kohlensauren Salze sorgfiltig von Bariumcarbonat F 
durch mehrmaliges Eindampfen befreit, wobei sich deutlich F 
die Menge der so erhaltenen basischen Riickstiinde unterschied, § 


und zwar war II >I> III. 


Durch Neutralisation der wieder in Wasser gelésten Riick- f 
stiinde mit Pikrinsiure wurden kleine Mengen eines schwer f 
léslichen Pikrats erhalten, das sich auch beim Erhitzen mit Ff 





') A. Kiesel, Diese Zs. Bd. 67, S. 250 (1910). 
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J) viel Wasser nur sehr schwer léste und nach Umkrystallisieren 
unter Zersetzung bei 227—228° (unkorr.) schmolz. Eine Pikrin- 
ulfo.f | siurebestimmung fiir das aus I erhaltene, nur ausgewaschene 


 Pikrinsiure. 

3 Aus dem Pikrat aus II wurde das Sulfat erhalten, welches 
sich als strahlige Krystallmasse nach Einengen der Lésung 
ausschied. Das weiterhin daraus erhaltene Carbonat erwies 
sich in Wasser schwer léslich und schied sich beim Einengen 
der Liésung als kreideférmige Masse ab. Aus dem Carbonat 
wurde das Goldchloriddoppelsalz erhalten, das nach vorsichtigem 
( Auswaschen aus Wasser umkrystallisiert wurde. Nach Trocknen 
im Vakuum gaben 

| 0,1650 g Chloraurat 0,0782 g oder 47,39°/, Au. 

Schmelzpunkt ohne Zersetzung bei 145—150°. 
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‘ Aus der Mutterlauge wurde nach Stehen tiber Schwefel- 
i siure eine neue sehr geringe Menge desselben Chloraurats 
erhalten. 
Die den Agmatinsalzen sehr nahe stehenden Higenschaften 
‘der Priparate legen die Vermutung nahe, da etwas ver- 
unreinigtes Agmatin vorlag.') Leider waren die Ausbeuten so 
gering, daB ein gréBerer Reinheitsgrad der Substanz nicht zu 
erlangen war. 

Wenn wirklich Agmatin vorlag, so wiirde die Zusammen- 
stellung dieses Befundes mit dem Auffinden des Agmatins im 


Mutterkorn?) ein groBes Interesse bieten. *) 

irch & —_——_ 

') Schmelzpunkt des Agmatinpikrats 238° nach Kutscher und 
| Engeland, nach den von mir gemachten Bestimmungen 228°, Mitt. d. 
Russ. Akad, d. Wiss. 1915, S. 1853; diese Zs. Bd. 118, S. 294 (1922); 
» Pikrinsiiuregehalt 77,87°/,; Eigenschaften des Carbonats und Sulfats; 
ied, F Goldgehalt 48,68°, Schmelzpunkt des Chloraurats nach meinen Be- 

' stimmungen 185°. 
ick- *) Engeland u. Kutscher, Zentralbl. f. Physiol. Bd. 24, S. 479, 
589 (1910). 

*) Es wiire zu bemerken, da8 die untersuchten Abren keineswegs 
von Mutterkorn befallen waren und somit der Ursprung des aufgefundenen 
Kérpers nicht in Zusammenhang mit einer Infektion der Ahren mit 
Cladiceps purpurea stand. 
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Bei der wiederholten Untersuchung der Argininfraktion 
in 1775 g des mir noch zur Verfigung gestandenen getrockneten 
Materials der Ahren des I. Reifungsstadium wurde die gleiche 
Substanz erhalten, neben der noch sehr geringe Mengen von 
Guanidin und einer unbekannten Base nachgewiesen werden 
konnten. 

Das Guanidin wurde als Pikrat erhalten und durch dessen 
charakteristischen Schmelzpunkt unter Verpuffen bei 315? 
identifiziert. Damit wire ein neuer Fall des Auffindens von 
Guanidin in Pflanzen konstatiert.+) 

Die unbekannte Base gab ein ziemlich schwer loésliches 
Pikrat, das bei 265—268° schmolz und sich bei 273° zer- 
setzte. Das Chloraurat erwies sich leicht in Wasser ldslich 
und schwer krystallisierbar. Leider war die Menge zu gering, 
um weitere Untersuchungen anzustellen. 


d) Lysinfraktion. 

Die nach Abtrennung der schon beschriebenen Fraktionen 
neu mit Phosphorwolframsiure ausgefallten Basen wurden in 
Carbonate iibergefiihrt und die Lésung derselben mit Pikrin- 
siure neutralisiert. In I wurde dabei eine grofe Menge von 
Pikraten in krystallinischer Form neben einer nicht mehr 
Krystalle bildenden groBen Menge von Mutterlauge erhalten. 
In IL war die Ausscheidung krystallinischer Pikrate bedeutend 
geringer, wobei nur sehr wenig Mutterlauge erhalten wurde. 
In ILI konnten keine krystallinischen Pikrate erhalten werden 
und die pikrinsaure Lésung erstarrte durchweg zu _ einer 
geringen glasigen Masse. Da die Lysinfraktionen der drei 
Reifungsstadien groBe Unterschiede aufwiesen und bei der 
Verarbeitung die angewandte Methodik verschieden war, ist 
eine getrennte Behandlung der drei Lysinfraktionen nicht zu 
vermeiden. 





) Bis jetzt wurde Guanidin nur in Beta vulgaris, Vicia sativa, 
Boletus edulis, Oryza sativa(?) und bei Autolyse von Hefe aufgefunden, 
Lippmann, Chem. Ber. Bd. 29, S. 2645 (1896); Schulze, Land. Ver: 
Stat. Bd. 46, S. 391 (1896); Reuter, Diese Zs. Bd. 78, 8S. 167 (1912); 
Drummond u. Funk, Biochem. Jl. Bd. 8, S. 598 (1914); Schenck, 
Chem. Zbl. 1905, II, 8. 1812. 
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Erstes Reifungsstadium. 

Die krystallinischen Pikrate wurden nach Behandlung mit 
Ather und Salzsiure von der Pikrinsiure befreit und die 
basischen Stoffe in Chloride ibergefiithrt. Die abgedampfte 
Lésung der Chloride, die dabei lange farblose Nadeln in der 
sirupartigen Mutterlauge bildete, wurde iiber Schwefelsiure 
getrocknet und mit Methylalkohol extrahiert. Dabei blieben 
die Krystalle zum groBen Teil ungelést zuriick. Sie wurden 
abgetrennt, mit Methylalkohol vorsichtig ausgewaschen, in 
wenig Wasser gelést und die Lésung mit alkoholischer Platin- 
chloridlésung versetzt, wobei sich sogleich ein Chloroplatinat 
als hellgelber Niederschlag ausschied. Das Chloroplatinat 
wurde abgetrennt und aus Wasser, in dem es ziemlich schwer 


léslich war, zweimal umkrystallisiert. 
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Die Platinbestimmung in 0,1162 g ergab 0,0454 g oder 39,07°/, Pt. 


Aus den Mutterlaugen wurde eine kleine Menge derselben 
Substanz erhalten: 


0,0510 g Chloroplatinat gaben 0,0201 g oder 39,41°/, Pt. 


Bei der Verbrennung, die ohne Schmelzen und Schiumen 
erfolgte, war ein starker spermaartiger Geruch bemerkbar. 
Der Schmelzpunkt war nicht bestimmbar. Bei 226° trat 
villige Schwirzung ein, eine héhere Erhitzung inderte das 
Aussehen nicht mehr. 

Die Eigenschaften der Base entsprechen den Eigenschaften 
des Tetramethylendiamins: das Verhalten des Chlorids gegen 
Methylalkohol, die Schwerléslichkeit des Chloroplatinats, dessen 
Platingehalt (berechnet 39,19°/,), und Verhalten und Geruch 
beim Erhitzen sprechen deutlich dafiir. +) 

Im ganzen wurde gegen 0,38 g Chloroplatinat erhalten, 
was 0,067 g Putrescin entspricht. 





') Der Nachweis des Putrescins in der in Methylalkohol unlés- 
lichen Fraktion 148t uns ausdriicklich empfehlen die iibliche Abscheidung 
von anorganischen Salzen durch Methylalkohol mit besonderer Vorsicht 
und Sorgfiltigkeit vorzunehmen, da sonst leicht Verluste anwesender 
Basen méglich sind, die mit den anorganischen Salzen verworfen werden 
kénnen. 
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Durch den erbrachten Nachweis haben wir hier den zweiten 
Fall des Auffindens von Putrescin in héheren Pflanzen. Der 
bis jetzt einzige Fall wurde von Ciamician und Ravenna 
angegeben.') AuBerdem wurde Putrescin im Pflanzenreich nur 
noch in einigen Pilzen, meistenteils nach Autolyse aufgefunden?, 
obgleich das Putrescin ein iibliches Produkt des bakteriellen 
Hiweibzerfalls ist. Die Bildung des Putrescins in Pflanzen 
wire dem gleichen fermentativen ProzeB zuzuschreiben, den 
Dakin’) fiir die Leber der Tiere nachgewiesen hat. Die 
Ursubstanz des Putrescins war ohne Zweifel Arginin, welches 
im Stoffwechsel zuerst durch Arginase in Harnstoff und Ornithin 
und letzteres durch ein decarboxylierendes Ferment in Putrescin 
umgewandelt war. 

Die bei der Extraktion der Chloride mit Methylalkohol 
erhaltene Liésung wurde abgedampft, mit Tierkohle gereinigt 
und auf ein kleines Volum gebracht. Beim Erkalten schieden 
sich Krystalle ab, die abgesogen wurden. Es erwies sich nur 
ein Teil derselben anorganisch, weshalb ein Abdampfen, Trocknen 
und Behandeln mit Methylalkohol vorgenommen wurde. Nach 
Entfernen des Methylalkohols aus der so erhaltenen Lésung 
wurde dieselbe mit Goldchloridlésung versetzt, wobei sogleich 
eine citronengelbe Fallung eintrat. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, sorgfaltig mit Wasser ausgewaschen und bei 110° 
getrocknet. 


0,1593 g Substanz enthielten 0,0632 g oder 39,66°/, Au. Schmelz- 
punkt unter schwacher Zersetzung 202,5—203° (unkorr.). 


Bei Verdunsten der Mutterlauge iiber Schwefelsiure wurde 
dasselbe Goldchloriddoppelsalz in kleinen Prismen erhalten. 


Goldgehalt nach Trocknen bei 110° in 0,1279 g 0,0511 g oder 
39,95°/, Au. Schmelzp. 200,5°. 


Im ganzen wurde 0,30 g Chloraurat abgeschieden. Die 





) Arch, di Fisiol., Vol. 9, p. 504. In Datura Stramonium. 

*) Vgl. meine Zusammenstellung und Erérterungen in Wissensch. 
Schriften d. Univ. zu Moskau ,,Arginin und sein Umsatz in Pflanzen“ 
Nr. 41, S. 221 (1916). 

%) Jl. of Biol. Chem. Vol. I, p. 171 (1905). 
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Berechnung gibt fiir die unbekannt gebliebene Base 1 Mol = 307 
bis 314 baw. 153—157 an. | 

Die vom Putrescin und der unbekannten Base abgetrennte 
Mutterlauge wurde eingedampft, getrocknet und aufs neue mit 
Methylalkohol extrahiert. Dabei war die Anwesenheit von 
einem etwas schwerer in Methylalkohol léslichem Chlorid 
pbemerkbar. Die von einer kleinen Menge anorganischer Salze 
abgetrennte methylalkoholische Lisung wurde abgedampft, der 
Riickstand in Wasser aufgenommen, mit Tierkohle gereinigt 
und die Lésung mit Platinchlorid versetzt. Beim Verdunsten 
iiber Schwefelsiure krystallisierten dicke tafelformige rhombische 
und nadelférmige Krystalle, die im Exsikkator zum Teil ver- 
witterten und merklich ein Gemenge bildeten. Im ganzen 
wurden 0,57 g Chloroplatinat erhalten. Nach mehrmaligem 
Umkrystallisieren aus Wasser und Fallung mit Alkohol wurde 
aus dem Gemenge, nicht ohne Verluste, das Cholinplatinchlorid 
erhalten. 

0,0529 g Subst. enthielten 0,0168 g oder 31,76°/, Pt (statt 31,63°/,). 

0,0455¢ . 0,0145g ,, 31,87, Pt. 

Schmelzpunkt unter Zersetzung 237—241°. 

Nebenbei wurden Fraktionen mit héherem (bis 33,9°/,), 
meist aber mit niedrigerem (bis 28,1°/,) Platingehalt gewonnen, 
was auf die Anwesenheit anderer, unbekannt gebliebener Basen 
hindeutete. Der Versuch, eine bessere Trennung der Basen 
durch Goldchlorid zu erhalten, miBlang ebenfalls (Goldgehalt 
42 75—45,43°/,, Schmelzp. 222° und 244—247,5°). 

Somit wire die Anwesenheit von Cholin und mehrerer 
unbekannt gebliebener Basen nachgewiesen. 

Die sehr betrichtliche Mutterlauge von den krystallinischen 
Pikraten wurde mit Salzsdiure angesiuert und von Pikrinséure 
mit Ather befreit. Nach Eindampfen und lingerem Stehen 
bildete sich an der Oberflache eine diinne Haut, die das Aus- 
sehen von Aminosiuren hatte. Durch Alkoholzusatz wurde 
weitere Krystallisation geférdert. Im ganzen wurden 2,213 g 
Substanz erhalten, die sich als fast véllig reine Asparaginsiure 
erwies, wie aus den unten angefiihrten Belegen folgt. 

Darauf folgte eine Krystallisation rein anorganischer Salze, 
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die verworfen wurde. Als keine Krystallisation mehr eintrat, 
wurde der Rest von Chlorwasserstoff mit Silberoxyd unter 
Erwirmen gefallt. Dabei wurde bemerkt, daB nach Villiger 
Fallung des Silberchlorids neue Mengen von Silberoxyd in 
Lésung gingen. Das Silberoxyd wurde deshalb in Uberschug 
zugesetzt. Nach Entfernen des Silberchlorids und dessen sorg. 
faltigem Auswaschen wurde die waBrige Lésung stark eingeengt, 
wobei sich nur eine Spur Silberoxyd ausschied. Die konzen- 
trierte Lésung wurde tropfenweise bei Filtrieren in 2 Vol. 
96°/, Alkohol gegossen, wobei sich ein klebriger weiBer Nieder- 
schlag bildete, und dann Alkohol bis zur vélligen Ausfallung 
zugesetzt. Das so ausgeschiedene Silbersalz hatte dlige, klebrige 
Konsistenz. Die dariiber stehende klare Fliissigkeit konnte 
leicht abgegossen und der Niederschlag bei Verreiben gut mit 
Alkohol ausgewaschen werden. 

Nach Ansiuern mit Schwefelsiure wurden Niederschlag 
und Fliissigkeit von Silber durch Schwefelwasserstoff befreit, 
die Schwefelsiure quantitativ mit Barytlésung entfernt und die 
Lésungen bis zum fliissigen Sirup eingedampft. 

Der aus dem Silberniederschlag erhaltene Sirup bildete 
bald einen feinen Krystallbrei. Nach Auflésen durch Zugabe 
von Wasser und Erwirmen wurde durch Kintragen von Kupfer- 
acetatlésung eine tiefblaue Fliissigkeit erhalten, die sehr bald 
fast quantitativ das Kupfersalz der Asparaginsiure krystallinisch 
abschied und weiter keine Beimengungen enthielt. Es konnte 
ohne weitere Reinigung zur Analyse verwendet werden. Aus 
den erhaltenen 1,58 g Kupfersalz berechnet sich 0,763 g freier 
Asparaginsiure, was mit den friiheren 2,98 g Asparaginsaure 
ergibt (Identifikation s. unten). 

Die Lisung der das in Alkohol lésliche Silbersalz bildenden 
Substanz wurde mit Kupferacetat versetzt, wobei ebenfalls eine 
tiefblaue Fliissigkeit entstand, in der die Ausscheidung eines 
in Wasser schwer lislichen Kupfersalzes eintrat. Aus den 
Mutterlaugen wurden nach Einengen weitere Ausscheidungen 
desselben erhalten. Wie aus den analytischen Belegen folgt, 
lag reines Phenylalaninkupfer vor. Das Gewicht desselben 
betrug 0,852 g, was 0,716 g freien Phenylalanins entspricht. 
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Die bei der Abscheidung und Trennung der Asparagin- 
siure und des Phenylalanins angewandte Methodik kénnte sehr 
gu empfehlen sein, da sie beide Aminosiuren héchst einfach 
und quantitativ voneinander trennt. Es kénnte wohl kaum 
gelungen sein ohne diese Methode beide Aminosiuren so glatt 


und vollstandig ohne Verlust zu trennen. Es ist auBerdem 


von groBem Interesse die Anwendbarkeit der beschriebenen 
Methode fiir die Trennung und Abscheidung anderer Amino- 
siuren zu untersuchen. 

Asparaginsidure. Bei der Bestimmung des Krystallisations- 
wassers im asparaginsaurem Kupfer wurde gefunden, daB von 
den 41/, Mol Krystallisationswasser beim Trocknen bei 110° 
nur 3'/, Mol und erst beim Trocknen bei 130° das letzte Mol 
Wasser entfernt wird. Das Gesagte ist deutlich aus den folgenden 
Bestimmungen zu ersehen: 

0,0645 g gaben beim Trocknen bei 110° 0,0149 g oder 23,10°/, H.O ab. 

0,1237¢g ss, ‘ » » Ce ~ BERR» 

Die Berechnung fiir 8, Mol Wasser gibt 22,88°/, H,O. 

0,1237 g gaben beim Trocknen bei 125° 0,0355 g oder 28,70°/, H,O ab. 

14897¢  ,, ” ” » 9 0,4217g ,, 28,36%, 4 5, 

1,4897¢ __,, i a ,, 130° und hoéher 0,4359 g oder 

29,26°/, H,O ab. 

Die Theorie erfordert fir 41/, Mol Wasser 29,41°/, H,O. 

Die Kupferbestimmungen ergaben fiir dieselben Proben 
den mit C,H,NO,Cu + 41/,H,O iibereinstimmenden Kupfer- 
gehalt, so ergaben 

0,0645 g Substanz 0,0185 g CuO = 0,0148 g oder 22,94°/, Cu 

statt 23,05°/,. 

Aminostickstoff nach van Slyke (aus verschiedenen Frak- 
tionen): 

0,0988 g freier Siiure gaben nach Trocknen bei 110° bei 753 mm 
Druck und bei 19° 18,15 cem N (korr.), was 10,327 mg oder 10,45°/, 
Aminostickstoff entspricht; 

0,0841 g freier Siure gaben bei 755 mm Druck und 19° 15,4 ccm 
(korr.) N, was 0,00876 g oder 10,42°/, Aminostickstoff entspricht. Die 
Theorie erfordert 10,53°/. 

Phenylalanin. Die Abwesenheit von Krystallisations- 
wasser im Kupfersalz deutet auf das aktive l-Phenylalanin hin. 
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Die Xanthoproteinprobe war positiv. Die Behandlung mit 
Kaliumbichromat und Schwefelsiiure rief den charakteristischey 
Geruch von Phenylacetaldehyd hervor. 


0,1040 g Kupfersalz gaben 0,0217 g CuO = 0,0173 g oder 16,63°/, Cu 
statt der theoretischen 16,23 °/). 


Aminostickstoff nach van Slyke: 


1) 0,0238 g freier Siure gaben bei 752 mm Druck und 24° 3,65 cem 
(korr.) N, was 2,0148 mg oder 8,47°/, Aminostickstoff entspricht. Be- 
rechnet 8,48 °/,. 

2) 0,0796 g Kupfersalz gaben bei 751 mm Druck und 23,5° 10,55 cem 
(korr.) N, was 5,8363 mg oder 17,33°/, Aminostickstoff entspricht. Be- 
rechnet 7,15°/o. 


Zweites Reifungsstadium. 

Die Pikrate wurden in Chloride iibergefiihrt, deren Loésung 
eingedampft, wobei teilweise Krystallisation eintrat, getrocknet 
und mit Methylalkohol extrahiert. Auch hier wurde nach 
Entfernung des Methylalkohols beim Aufnehmen in Wasser 
die Anwesenheit von nicht allzu leicht in Lésung gehender 
Chloride beobachtet. Nach Zugabe wiBriger Platinchlorid- 
lésung und Verdunsten iiber Schwefelsiure trat  teilweise 
Krystallisation ein in Form von langen leicht in Wasser 
léslichen Prismen (Abwesenheit von Putrescin). Nach Wieder- 
auflésung in wenig Wasser und Fallen durch 96°/, Alkohol 
wurde ein hellgelber fein krystallinischer Niederschlag erhalten. 
Beim Stehen unter einer Glasglocke schieden sich am nichsten 
Tage noch dunkle rotgelbe lange Nadeln aus. Da die Menge 
beider Ausscheidungen sehr gering war, wurden sie mechanisch 
voneinander getrennt), im Exsikkator getrocknet, gewogen und 
der Schmelzpunkt und Platingehalt bestimmt. 


Gewicht der Nadeln 0,07 g. Schmelzp. 212—219°. 

0,0678 g Substanz gaben 0,0223 g oder 32,89°/, Pt. 

Gewicht der feinen krystallinischen Ausscheidung 0,106 g. Schmelz- 
punkt 224°, 

0,1058 g Substanz enthielten 0,0296 g oder 27,98°/, Pt. 





1) Der feine Niederschlag wurde mit Alkohol abgeschlemmt, wobei 
die Nadeln am Boden des Glases blieben. Die Mutterlauge von den 
Ausscheidungen enthielt nur Spuren organischer Substanz. 








i 
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Uber das Wesen der Basen kann keine sichere Ver- 
mutung geiuBert werden, da ihre Menge zu gering war. 


Drittes Reifungsstadium. 

Die Pikrate wurden, wie friiher, in die Chloride iibergefiihrt 
und nach Trocknen mit Methylalkohol extrahiert, wodurch 
eine kleine Menge anorganischer Salze abgetrennt wurde. Nach 
Abdampfen des Methylalkohols wurde der Riickstand in Wasser 
aufgenommen, die Lésung mit Tierkohle entfirbt und ein 
UberschuB wiBriger Platinchloridlésung zugesetzt. Da die 
beim Verdunsten krystallisierenden Platinchloriddoppelsalze in 
Wasser leicht léslich waren, wurden sie durch geringen Wasser- 
gusatz wieder in Liésung gebracht und 95°/, Alkohol zugesetzt. 
Zuerst entstand eine krystallinische Fallung (0,19 g). Beim 
Behandeln mit kaltem Wasser ging der gréBte Teil derselben 
leicht in Liésung. Das Filtrat wurde nach einigem Einengen 
wieder mit Alkohol ausgefillt. Die so ausgeschiedene Substanz 
war Cholinplatinchlorid und wog 0,15 g. 

Schmelzp. 222° unter Zersetzung.') 

0,1069 g Substanz enthielten 0,0338 g oder 31,62°/, Pt. (Berechnet 

31,63 °/,.) 

Bei der Verbrennung war der bei der Zersetzung des 
Cholins iibliche charakteristische Geruch von Trimethylamin 
vorhanden. 

Bei weiterem Zusatz von Alkohol wurde ein anscheinend 
amorpher Niederschlag gebildet. Er wurde in wenig Wasser 
gelést, die Lésung von einer ganz geringen Menge brauner 
Substanz abfiltriert und nach Einengen zum zweitenmal mit 
Alkohol gefallt. Das Gewicht des jetzt krystallinischen Salzes 
betrug nach Trocknen im Exsikkator gegen 0,04 g. Es lag 
etwas verunreinigtes Cholinplatinchlorid vor. 


Schmelzpunkt unter Zersetzung 211°. 
0,0389 g Substanz enthielten 0,0120 g oder 30,85°/, Pt. 


Im ganzen wurde demnach gegen 0,19 g Chloroplatinat 
oder 0,075 g freien Cholins erhalten. 





") Der wechselnde Schmelzpunkt des Cholinplatinchlorids wurde 
schon von W. Gulewitsch bemerkt. 





ms 
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Die keine Krystalle mehr gebende Mutterlauge wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt und nach Einengen mit Goldchlorid 
versetzt, wobei sogleich Triibung und ein Niederschlag entstand, 
Nach Erkalten schieden sich kleine, braune élige Tropfen und 
reduziertes Gold aus. Durch mehrmaliges Auflésen in heifem 
Wasser und Filtrieren wurden beide sorgfaltig abgetrennt, 
worauf bei Verdunstung iiber Schwefelsiure Krystallisation 
eintrat. Die Krystalle waren ziemlich schwerléslich in Wasser 
und wurden nach Abtrennen umkrystallisiert. Das im Exsikkator 
getrocknete Chloraurat wog 0,115 g. 

Schmelzpunkt ohne Zersetzung 176—177°. 

0,1024 g Substanz gaben nach Trocknen bei 100° 0,0438 g oder 

42,779], Au. 

Die erhaltenen analytischen Belege lassen uns keinen 
bestimmten SchluB iiber das Wesen der ausgeschiedenen Base 
aussprechen. Die endliche Mutterlauge enthielt nur eine sehr 
geringe Menge organischer Substanz. 


Ubersicht der ausgeschiedenen Substanzen. 

















I, Stadium |II. Stadium]IIT. Stadium 
meee eh 0 0 0 
Ee. 6+ own GS ov eee 0,09 g 0,04 (2) g 
nee Spuren 0 
SS ese ee 0 0,053 g 
Eiypesanthin . ...... =. «| Gi00¢ 0,108 g Spuren 
Se ee Spuren Spuren 
a eee een ae 0 0 0 
RG ke Gk ae Se SS + + + 
eS he we ae + ne _ 
oo ee ee eee 0 0 
a 0 0,075 g 
Asparaginsiure . ....... .| 2,98¢ 0 0 
Phenylalanin. . . _« s «| Sie 0 0 
Base der Anaiuietuddbe, =o + —_ — 
Base I (Pt = 27,98°/,, Schmelzp. 224°) ? 0,044 g -— 
Base II (Au=42,77°/,, Schmelzp, 177°) ? a 0,03 g 
Base IIl (Au=39,8°/,, Schmelzp. 203°)} 0,094 ¢ — _ 
Base 1V (Pt =32,89°/,, Schmelzp. 219°) — 0,02 g — 
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Es wire mdglich, daB die unbestimmt gebliebenen Basen 
schon bekannte Kérper waren, jedoch fehlen uns die weiteren 
nitigen sicheren Anhaltspunkte zur vélligen Sicherstellung. 
Die Base der Argininfraktion konnte Cytosin’), die Base I — 
Stacbydrin?), die Base II — ein Homologe des Cholins*), die 
Base III — Betonicin (Oxystachydrin)*) gewesen sein. Die 
Base IV konnte mit keinem bekannten Kérper in Zusammen- 
hang gebracht werden. 





Zum SchluB muB ich noch einiges betreffs des Auffindens 
yon zwei Aminosiuren, der Asparaginsiure und des Phenyl- 
alanins, erwahnen. 

Bei der Abwesenheit des Asparagins in allen drei Reifungs- 
stadien ist das Auffinden von Asparaginsiure im ersten Reifungs- 
stadium héchst bemerkenswert. Wir haben hier den ersten 
sicheren Fall des Auffindens von freier Asparaginsiiure in 
Pflanzen. Dieselbe konnte nicht aus ihrem Amid bei der 
Verarbeitung entstanden sein. Die alte Angabe von Merca- 
dente®) iiber das Auffinden von Asparaginsiure in Bohnen 
ist ohne Zweifel ein MiBverstindnis, da der von Mercadente 
fir Asparaginsiiure gehaltene Kérper durch Ather extrahiert 
wurde. Bekanntlich ist Asparaginsiiure in Ather unldslich. 
Die zweite Angabe, von E. Schulze und Barbieri fir Kiirbis- 
keimpflanzen®), ist durch die Entstehung der Asparaginsaure 
bei Siurespaltung aus Asparagin zu deuten, was die genannten 
Forscher auch betonen, da sie Asparaginsaéure bei der Dar- 
stellung von Glutaminsiure aus Glutamin erhielten. Endlich 





1) Schmelzpunkt des Pikrats 270°, Auffinden in der Argininfraktion, 
Lislichkeit des Chloraurats. 

*) Eigenschaften des Chlorids, Platingehalt 27,97°/,, Schmelzpunkt 
des Chloroplatinats 210—220° 

‘) y-Homocholin von Malengreau u. Lebailly, Diese Zs. Bd. 67, 
S. 35 (1910); 43,02°/, Au, Schmelzpunkt des Chloraurats bei 180° 

*) Eigenschaften des Chlorids und Chloraurats, Goldgehalt desselben 
39,53°/,. Der Schmelzpunkt wurde von E.Schulze u. G. Trier, Diese 
Zs. Bd. 76, S. 258 (1912), nicht angegeben. 

») Chem. Ber. Bd. 8, 8. 823 (1875). 

*) Chem. Ber. Bd. 11, S. 710 (1878). 
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haben wir Angaben iiber das Auffinden von Asparaginsiure 
in Mutterkorn, wo sie wabrscheinlich bei Autolyse und Zerfal| 
der EiweiSkérper entstanden war. 

Bei der groBen Rolle, welche das Asparagin im Stoff. 
wechsel héherer Pflanzen spielt, muB das Auffinden einer 
nicht unbetrichtlichen Menge Asparaginsaiure reges Interesse 
hervorrufen. Wie schon angegeben wurde, konnte aus 1929 ¢ 
Trockenmaterial fast 3 g Asparaginséiure in reinem Zustande 
erhalten werden. 

Zuerst muff die Methodik beachtet werden, die zum Ab. 
scheiden der Asparaginsiure und des Phenylalanins fiihrte. 
Da die beiden Aminosiuren im Phosphorwolframsiurenieder. 
schlage aufgefunden wurden, muB der Glauben an eine fehler- 
lose Trennung der basischen von den nichtbasischen Kiweib- 
spaltungsprodukten durch dieses Reagens stark erschiittert 
werden.') In der Literatur finden wir nun einerseits Angaben 
iiber die unvollstindige Fallung der Basen, andererseits An- 
gaben iiber die Fallbarkeit von Monaminosiuren durch Phosphor- 
wolframsiure unter bestimmten Bedingungen.”?) Wenn man 
die verschiedenen Angaben in betreff von Asparaginsiure und 
Phenylalanin vergleicht, findet man in denselben so starke 
Widerspriiche, daB man kein klares Bild tiber die Fallbarkeit 
der beiden Aminosiuren erhalten kann. Aus allem folgt nur, 
daB bei den iiblichen Bedingungen die Fillung durch Phosphor- 
wolframsiure der genannten Aminosiuren aus Organextrakten 
lange nicht quantitativ geschehen kann. Die Menge von 
Asparaginsiiure und Phenylalanin muBte deshalb im unter- 
suchten Material weit gréBer gewesen sein, als sie nachgewiesen 
werden konnte. 

Zugleich muB jedoch die Méglichkeit einer anderen Er- 
klarung des Auffindens von Asparaginséiure und Phenylalanin 
im Phosphorwolframsiureniederschlag in Betracht gezogen 
werden, niimlich, da8 die Asparaginsiure mit Phenylalanin 


_ 


1) Th. Osborne, Jl, Am. chem. Soc. Vol. 25, p. 323 (1903); Jl. of 
Physiol. Vol. 23, p. 180 (1908). 
*) Eine Zusammenstellung der Angaben bei A. Kiesel, Wissensch. 
Schriften d. Univ. Moskau Nr. 41, 8. 95 u. 104 (1916). 
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gekuppelt, in Form eines Polypeptids, im Pflanzenmaterial 
vorhanden gewesen war.!) Wenn die Aminosiuren aus einem 
Peptide stammten, konnte eine Hydrolyse desselben nur beim 
Eindampfen auf dem Wasserbade der sehr schwach sauren 
Lésung der Chloride nach Entfernen der Pikrinsaure statt- 
gefunden haben. Jedoch ist dieses sehr wenig wahrscheinlich, 
da nach E. Fischer 5stiindiges Kochen mit konzentrierter 
Salzsiure zum volligen Zerfall der Peptide angegeben wird, 
wobei die Spaltung mit 10°/, Salzsiure bei 100° nur ziemlich 
triige vonstatten geht.?) Es konnte also durch Kindampfen 
keinenfalls eine véllige Hydrolyse resultieren. Wie aber schon 
oben angegeben wurde, konnte Asparaginsiiure und Phenyl- 
alanin glatt bis zu Ende getrennt werden, ohne daf eine Spur 
anderer beigemengter Substanzen zu bemerken war. 

Leider fehlen uns bis jetzt Angaben iiber die Menge der 
bei Spaltung der EiweiBstoffe des Roggens erscheinenden 
Aminosaiuren, mit Ausnahme des Roggengliadins. Die Spaltung 
des letzteren ergab 0,25°/, Asparaginsiure und 2,7°/, Phenyl- 
alanin. 

Es ist wahrscheinlich, daB die andern EiweiBstoffe des 
Roggens reicher an Asparaginsiure sind, wie es z, B, fiir die 
KiweiBkérper des Weizens nachgewiesen ist: beim Gehalt im 
Weizengliadin von0,58—1,24°/, Asparaginsaure, enthalt Leukosin 
3,35°/, derselben. Wenn man vom Asparaginsiiuregehalt des 
Ruggengliadins ausgeht, miissen die im ReifungsprozeB von 
196,5 g des I. Stadiums auf 524,56 g des III. Stadiums*) an- 
sestiegenen Mengen Eiweif nur 0,82 g Asparaginsiiure zum 
Aufbau erfordern. Somit muBte ein Uberschu8 von mehr als 
2g Asparaginsiiure im I. Reifungsstadium anwesend gewesen 
sein. Tatsiichlich muBte dieser Uberschu8 weit gréBer gewesen 


'! Uber die Anwesenheit von Peptiden berichtete schon E. Schulze 
Diese Zs. Bd. 57, S. 67 (1908)], der ein aus Arginin, Tyrosin und einer 
dritten Aminosiure zusammengesetztes Peptid im Bleiessigniederschlag 
aus dem Samenextrakt von Lupinus albus gefunden haben wollte. 

*) Unters. ib. Am. Polyp. und Prot., S. 53. 

*) Berechnet nach Tabelle IV fiir die in 1929 g Trockengewicht 
des I. Stadiums enthaltene Anzahl von Ahren. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXYV. 6 
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sein, da ja die Asparaginsiure lange nicht quantitativ gefiillt 
sein konnte. 

Andererseits muBten von den 11,57 g ) des nichteiweib- 
artigen Stickstoffs desselben Materials des I. Reifungsstadiums 
wenigstens 0,314 g N?) auf Asparaginsiure fallen. Wenn man 
sogar annimmt, daB der ganze nichteiweiBartige Stickstoff den 
spiter zur EiweiBbildung gebrauchten Bausteinen *) gehérte und 
daB die Asparaginsiiure quantitativ ausgeschieden war‘), wiirde 
sich die neben der Asparaginsiiure im Material befindliche 
Menge anderer EiweiSbausteine bei mittlerem Stickstoffgehalt 
von 16°/,5) auf gegen 70g schiitzen lassen. Daraus berechnet 
sich der sichtlich unterschitzte Gehalt der Asparaginsiiure 
unter den anwesenden EiweiBbausteinen zu 4,1°/,.°) 

Dieser Befund kann mit drei Méglichkeiten in Zusammen- 
hang gebracht werden. 

Bei gleichzeitigem Bilden aller Bausteine des Eiweibes 
und dessen parallel gehendem Aufbau bei der Reifung miiften 
in den Roggensamen gréBere Mengen von EiweiBstoffen mit 
einem 4°/, tibersteigendem Gehalt an Asparaginsiure ent- 
stehen. Das wire méglich, da der im PflanzeneiweiB hichste 
Gehalt an Asparaginséure 5,42°/, entspricht (Amandin aus 
Mandeln). 

Zweitens konnte bei gleichzeitigem Bilden aller Bausteine 
Asparaginsiure in gréBerer Menge entstanden sein, als zur 
Synthese von EHiwei8 nétig wire, und die Asparaginsiure die 
Rolle des abwesenden Asparagins iibernehmen oder weiter- 





1) Berechnet nach Tab. III. 

*) Berechnet nach der Menge der tatsichlich ausgeschiedenen 
Asparaginsiure. 

3) Was nicht der Fall war, da auch andere nicht zum EiweiBsatz 
gehérende Substanzen anwesend waren. 

*) Das konnte aber keinenfalls richtig sein. 

5) Der N-Gehalt des PflanzeneiweiBes betriigt gewéhnlich etwas 
iiber 17°/,. Es muB jedoch das sich beim EiweiBzerfall anlagernde 
Wasser beriicksichtigt werden. 

®) Je gréBer die bei dieser Berechnung zugelassenen Fehler sind, 
desto mehr mu8 die Rolle der Asparaginsiure hervortreten, da ihre 
Menge dadurch gréBer wird. 
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fihren.’) Bei direkter Vertretung des Asparagins durch 


Asparaginsaure konnte es sein, daf hier die iibliche Synthese 
des Asparagins nicht zu Ende gefiihrt wurde und in der 
: Asparaginsiurebildung ihren AbschluB fand. Im zweiten Falle 
' konnte Asparaginsiure durch Desamidation des in einem noch 
friheren Stadium anwesenden Asparagins entstanden sein, 
; wobei das Asparagin durch Abspaltung von Ammoniak schon 
: Anteil an der KEiweiBsynthese genommen hatte, und die 
| Asparaginsiure durch weiteren Zerfall neues stickstoffhaltiges 
| Material zur KiweiBsynthese lieferte. 


Endlich kann man eine nichtgleichzeitige Bildung der 


’ KiweiBbausteine annehmen, wodurch zuerst eine, dann andere 
_ Aminosiiuren in gréBerer Menge entstehen. In diesem Falle 
: kann man an eine ungleichzeitige Bildung verschieden zusammen- 
sesetzter EiweiBstoffe denken, oder aber annehmen, da die 
_ merst gebildeten Bausteine sich so lange anhiufen, bis durch 
neue Synthesen oder Zufuhr sich die volle Zahl hergestellt 
' hat und dadurch die KiweiBsynthese erst erméglicht wird. 


Ks wire vorzeitig, hier iiber die méglichen Fille eine 


j bestimmte Meinung zu ‘iuBern, bis wir nicht die nétigen Auf- 
: klirungen iiber die im Roggen enthaltenen Eiweifstoffe haben. 





’) Dabei konnte die Asparaginséure kein Vorginger des Asparagins 


' sein, da sonst in den spiiteren Reifungsstadien Asparagin aufgefunden 
| werden muBte. 


6* 











Uber die Bestimmung der EiweiBfraktionen 
in Serum und Plasma. 
Von 
Dr. H. W. Knipping und Priv.-Dozent Dr. H. L. Kowitz. 


(Aus der Direktorialabteilung [Med. Univ.-Klinik} des Allgemeinen Krankenhauses 
Eppendorf [Dir. Prof. L. Brauer] 
und dem physiologischen Institut der Universitat Hamburg [Dir. Prof. Dr. Kestner’, 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Januar 1924.) 


Wir kennen eine groBe Zahl von Methoden der 'Trennung 
und quantitativen Bestimmung der EiweiBfraktionen im Serum 
und Plasma. Angesichts der Mingel, die diese Methoden aut 
weisen und der Bedeutung der teils noch sehr unklaren Be- 
ziehungen zwischen diesen EKiweiBgruppen im Serum, Plasma 
und Liquor (Fibrinogen, Globulin und Albumin), vorziiglicl 
bei pathologischen Vorgingen im Organismus, scheint jeder 
Fortschritt in der Methodik wertvoll. 

Die alte Methode der Trennung von Globulin und Albumin 
durch Ammoniumsulfat bzw. Magnesiumsulfat ist bis auf die 
heutige Zeit fast allgemein iiblich geblieben. Man fiallt die 
KiweiBfraktionen mit einer Salzkonzentration, in der sie ilr 
Flockungsoptimum haben. Es handelt sich also um eine 
lediglich physikalisch-chemische Gruppierung und Abgrenzung 
der einzelnen Fraktionen. IJhre chemische Konstitution ist 
nicht bekannt. Was wir von ihrer chemischen Zusammet- 
setzung kennen, geniigt nicht, um Globulin und Albumin i 
einem Gemisch chemisch voneinander zu trennen und quanti 
tativ zu bestimmen. Es besteht also kein Grund, von der 
technisch einfachen, physikalisch-chemischen Trennung durch 
Aussalzen und der durchaus einwandfreien Gruppierung nach 
denselben Gesichtspunkten abzugehen. 
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Die Trennung des Globulins vom Albumin erfolgt durch 
Sittigung mit neutralem Magnesiumsulfat oder bequemer und 
— nach unserer Erfahrung schirfer — durch Versetzen des 
stark verdiinnten Serums mit der gleichen Menge kalt ge- 
sittigter neutraler Ammoniumsulfatlésung. Durch Siattigung 
mit Kochsalz, durch Dialyse und durch Saurezusatz wird das 
Globulin nur unvollstindig aus dem Globulin—Albumingemisch 
sefallt. Das gleiche gilt fiir Kinleiten von Kohlensdure, eine 
Methode, welche vielfach zur quantitativen Bestimmung heran- 
sezogen wurde. 

- Wir haben die meisten der bisher mitgeteilten 
Methoden geprift und festgestellt, welcher Grad von 
Genauigkeit mit ihnen zu erzielen ist. 

Bei der klassischen quantitativen Bestimmung’) mit Ammo- 
niumsulfat wird das Globulin im Serum durch Zusatz der 
gleichen Menge kalt gesittigter neutraler Ammoniumsulfat- 
lésung gefallt. Es wird auf einem Filter zuriickgehalten und 
mit halb gesiattigter Ammoniumsulfatlésung nachgewaschen, 
bis kein Kiwei8 mehr das Filter passiert. Man hat dann auf 
dem Filter die Globuline und im Filtrat das Albumin. Bevor 
das Globulin auf dem Filter getrocknet und gewogen werden 
kann, muB es von dem noch anhaftenden Ammoniumsulfat 
befreit werden. Durchwaschen wiirde das leicht lésliche Globulin 
wieder herauslésen. Man kann es vom Filter spritzen, schwach 
ansiiuern und durch Kochen grobflockig fallen, wieder durch das 
Filter geben und dann waschen, eine Methode, mit der wir 
keine groBe Genauigkeit erzielen konnten, weil das Globulin 
nicht restlos vom Filter abspritzbar ist und das festhaftende 
Globulin, welches der irreversiblen Fallung durch das Kochen 
entgeht, ausgewaschen wird. SBessere Werte erhielten wir 
durch Erhitzen des Filters mit seinem Globulinniederschlag 
im iiberhitzten Dampf. Bei Erhitzung im einfachen Wairme- 
schrank oder Dampfbad, wie in den alten Vorschriften an- 
gegeben ist, besteht entweder die Gefahr, daB das Globulin 
antrocknet und unwaschbar wird, oder dab es vor der irre- 
versiblen Fallung durch Kondenswasser ausgewaschen wird. Die 
Fallung auf dem Filter im tiberhitzten Dampf ist sehr feinflockig, 
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und das Globulin wird bei dem anschlieBenden Nachwaschey 
mit heiBem Wasser, Alkohol usw. wieder etwas peptisiert bzw. 
es passiert etwas von dem sehr feinen Niederschlag jede, 
Filter, so da8 immerhin erhebliche Fehler unvermeidlich sind, 
Wir fanden, daB eine wirklich irreversible und grobflockige 
Fallung von im Ammoniumsulfat niedergeschlagenen Globulin 
durch Kochen nur bei einer bestimmten Wasserstoffionen- 
konzentration méglich ist, welche sich auf dem Filter praktisc) 
nicht einstellen liBt. 

Das im Filtrat befindliche Albumin wird durch Kocher 
mit einem geringen Essigsiurezusatz gefallt. Wihrend des 
Kochens wird, falls erforderlich, noch Essigsiure zugegeben, 
bis die Fallung grobflockig ist. Das Albumin wird dann durch 
ein gewogenes Filter gegeben und gewogen. Die Genauigkeit 
dieser Methode schwankt sehr. 

Bei der von Cullen und van Slyke?) angegebenen 
Methode wird das Globulin durch Ammoniumsulfat gefallt, in 
Filtrat und in einer Serumprobe mit der Kjeldahlmethode der 
Stickstoff bestimmt und die Globulin- und Albuminwerte er- 
rechnet. Die Methode ist sehr genau. Ahnlich wie die anderen 
neueren exakten Verfahren ist sie bei Reihenversuchen sehr 
zeitraubend und hat die Nachteile der vielen Kjeldahl- 
bestimmungen. Wenn gleichzeitig Fibrinogen und von den 
Globulinen das sog. ,,Pseudoglobulin* und das_,,Kuglobulin‘ 
bestimmt werden sollen, so wird die Methode sehr kompliziert 
und erfordert viel Serum. Macht man deshalb Mikro-Kjeldahl- 
bestimmungen, so nimmt man die Nachteile dieser Methode 
mit in Kauf. Die Methode von Henley’), eine modifizierte 
van Slykemethode, bei der 10 cm? Serum gebraucht werden, 
erwies sich als zu umstindlich. 

Die von Mythenaere und Bessemans‘) und die von 
Vila‘) angegebenen Methoden u. a. erwiesen sich als un- 


genau. 

Kine sehr einfache Methode, welche neuerdings hiufig in 
den Kliniken benutzt worden ist, wurde von Rohrer und 
und Naegeli®) angegeben. Das Mischverhiltnis von Albumin" 
und Globulin wird so ermitteit, da8 man das Resultat der 
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refraktometrischen Untersuchung mit dem der viskosimetrischen 
kombiniert. 

Die Methode ist in ihrer EKinfachheit bestechend, jedoch 
jaBt die Genauigkeit nach unserer Erfahrung zu wiinschen 
iibrig. Schon bei der refraktometrischen EKiweiBbestimmung 
sind Fehler bis zu 4°/, des KiweiBwertes méglich. Besonders 
bei Retention harnfahiger Stoffe wird der Wert refrakto- 
metrischer Bestimmungen beeintraichtigt und bei der Urimie 
z. B. verzichtet man am besten auf das Refraktometer. So 
sind manche Krankheitszustinde, bei denen gerade die Albumin- 
Globulinbeziehung interessiert, dieser Untersuchungsmethode 
nicht zuginglich. Bei dem flachen Verlauf der von den Autoren 
angegebenen Kurven fiir einen hohen prozentualen Globulin- 
anteil macht 1 Skalenteil des Refraktometers 1,6°/, Globulin 
aus; die Viskositatsbestimmungen sind noch ungenauer. Fehler 
bis 2°/, des Gesamtviskositatswertes sind auch bei sorgfaltigem 
Arbeiten mit dem Hessschen Apparat nicht selten. Bei einer 
Refraktionszahl von 60 wiirden die 7-Werte 2,0 und 2,04 um 
etwa 8°/, Globulin differieren. Andere Viskosimeter liefern keine 
besseren Werte, s. auch Freundlich.”) So hat es uns nicht 
iiberrascht, wenn wir mit dieser Methode zuweilen Fehler von 
10°/, und mehr bekamen. 

Man hat ferner versucht, durch refraktometrische Kiweib- 
bestimmungen im Serum und im Filtrat nach Globulinfaillung 
Globulin- und Albuminwerte zu bekommen. Wir verweisen 
auf die oben angefiihrten EKinwande gegen die Refraktometrie. 
Wenn man Albumin und Globulin scharf trennen will, mu 
man das Serum vorher verdiinnen und dadurch werden wieder 
die Fehler in der EiweiBbestimmung entsprechend gréBer. Die 
hohen Salzkonzentrationen in der Albuminlésung sind eben- 
falls nicht unbedenklich. Eine befriedigende Genaugkeit ist 
mit der Methode nicht zu erzielen. Allerdings ist sie sehr 
bequem. 

Als wirklich zuverlissige Methode erwies sich uns nur die 
von van Slyke und Cullen. 

Wir versuchten, die oben genannten Methoden 
zu vereinfachen ohne eine gleichzeitige KinbuBe an 
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Genauigkeit und trennten Globulin und Albumin nach der 
Ammoniumsulfatfaillung zunaichst durch Zentrifugieren und 
Waschen des Zentrifugates mit halbgesittigter Ammonium. 
sulfatlésung; dann Fallung mit der Kochmethode und gewichts- 
analytische Bestimmung. Die Trennung ist exakter als bei 
der alten Filtermethode, der Globulinwert genauer. Aber der 
Zeitaufwand ist sehr erheblich. 

Sehr einfach ist folgende Methode: In 2 ccm Serum wird 
GesamteiweiB bestimmt, in weiteren 2 ccm wird das Globulin 
ausgefallt, filtriert, mit halbgesittigter Ammoniumsulfatlésung 
nachgewaschen und wieder Eiwei8 bestimmt mit der unten 
naher ausgefiihrten Kochmethode, die, wenn sie richtig ve- 
handhabt wird, absolut zuverlissig ist. Die Methode ist sehr 
genau und eine grofe Zeitersparnis im Reihenversuch gegeniiber 
der oben genannten zuverlissigen Methode. Doch brauchen wir 
hierfiir noch doppelt vo viel Serum wie bei der am Schlub 
beschriebenen Methode bei gleicher Leistungsfihigkeit, aucl 
ist wie bei der van Slykemethode, wenn man alle Fraktionen 
des Plasmas bestimmt, die erforderliche Plasmamenge und der 
Zeitaufwand zu grob. 

Wir versuchten, das Globulin auf dem Filter irreversibel 
zu fallen, um es direkt waschen und wiegen zu kénnen. Nach 
Freundlich’) ist die HiweiBfallung bei einer bestimmten 
Saiurekonzentration irreversibel. Die ausgefillten Flocken werden 
beim Verdiinnen nicht wieder peptisiert, ebenfalls erzeugen 
Rhodanide und Jodide nicht peptisierbare Flocken. Wir konnten 
diese Angaben nicht bestitigen. Das Globulin auf dem Filter 
lieB sich nicht in dem MaBe irreversibel fallen, auch bei langer 
HKinwirkung nicht, wie wir nach den Angaben des Autors er- 
warteten. Durch das Nachwaschen wird immer etwas Eiweib 
peptisiert. Die Rhodanidfallung erwies sich als sehr empfind- 
lich von der Wasserstoffionenkonzentration abhangig und auch 
im Flockungsoptimum nicht ganz einwandfrei. 

Die Genauigkeit dieser Methode geniigte nicht. Es be- 
stand noch eine Méglichkeit, den Globulinniederschlag durch 
Auswaschen mit Alkohol vom Ammoniumsulfat zu _befreien, 
wobei der Alkohol das in Liésunggehen des Globulins ver- 
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hindert; um aber alles Ammoniumsulfat auszuwaschen, war 
der Alkoholverbrauch zu groB. Die Werte waren hinreichend 
brauchbar. 

Wir kamen schlieBlich zu der folgenden Methode, 
die alle unsere Forderungen beziiglich Genauigkeit, 
Einfachheit, speziell im Reihenversuch, geringe Se- 
rumsausgangsmengen erfiillte, und die sich uns in 
vielen klinischen Bestimmungen als brauchbar er- 
wiles: 

In der iiblichen Weise werden 2 Wigeglischen vorbereitet, 
von denen das erste eins und das zweite zwei kleine Filter ent- 
halt. In 1 cem Serum wird nach Verdiinnen das Globulin 
durch Ammoniumsulfat gefaillt und auf einem Filter aus 
dem 2. Wigegliischen festgehalten und mit halbgesittigter 
Ammoniumsulfatlésung gewaschen. Dieses Filter wird zer- 
schnitten und mit anhaftendem Globulin nach Wasser-, Koch- 
salz- und Hssigsiiurezusatz gekocht und durch den 2. Filter 
aus dem 2. Glischen gegeben, gewaschen und getrocknet. 
Durch den Kochsalzzusatz erreicht man nach Cohnheim 
(Diese Zs. Bd. 31) eine zuverlissige grobe Flockung. Das Filtrat 
mit dem Albumin wird gekocht und durch das Filter aus dem 
1. Glischen gegeben. Man bekommt so durch 2 Wagungen 
bei einer kleinen Ausgangsmenge ohne jeden Verlust sehr genau 
Globulin und Albumin. 

Es ist jedoch eine Reihe von technischen Einzel- 
heiten zu beriicksichtigen, ohne die eine groBe Genauig- 
keit nicht zu erzielen ist und die wir auch fiir die Globulin- 
Albuminbestimmung mit anderen Methoden empfehlen. 

Das Blut wird aus der ungestauten Vene des niichternen 
Patienten mit der Spritze entnommen und sofort in ein kleines 
schmales Standglas, in welches schon eine 1 cm hohe Schicht 
reinstes Paffinum liquidum gefiillt ist, iibergefiihrt, und zwar 
so, daB die Kaniile beim Entleeren der Spritze unter den 
Paraffinspiegel reicht. Man vermeidet so den Kohlensiure- 
verlust des vendésen Blutes. Da fliissiges Paraffin einen hohen 
Absorptionskoeffizienten fiir Kohlensiure hat, so muB man 
nach Méglichkeit das Schiitteln des Standglases vermeiden. 
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Wichtig ist, das sich die Sedimentierung der Blutkérperchen 
unter dem Schutz des Paraffins vollzieht. Wir vermeiden so 
unkontrollierbare Veriinderungen der Wasserstoffzahl des Blutes, 
die allerdings eine geringere Rolle fiir die Ammoniumsulfat. 
fallung als fiir die Wasseraufnahme des Blutkuchens spielt usy. 
Sehr sorgfaltig ist darauf zu achten, daB die Ab- 
setzung des Blutkuchens bei allen Blutproben bei der 
gleichen Temperatur vor sich geht. Schwankungen de: 
Temperatur bedingen Schwankungen in der Wasseraufnahme 
des Blutkuchens und damit Anderungen des Gesamteiweib- 
wertes des Serums. | 

Die fiir die Methode erforderlichen Blutmengen kann man 
bequem und ohne Schwierigkeiten auch hiufiger bei demselben 
Patienten aus der ungestauten Vene entnehmen. Die Trennung 
von Globulin und Albumin muB méglichst noch an dem Tag 
der Entnahme vorgenommen werden, weil beim Aufbewahren 
(Autolyse) der Globulinanteil sich andert. Das Abmessen des 
Serums geschieht in einer auf Ausblasen geeichten und in 
0,01 ccm geteilten Pipette. Man mischt 1 ccm Serum mit 
9 ccm destillierten Wassers und 10 ccm reinster neutraler 
kaltgesattigter Ammoniumsulfatlésung. 

Man kann auch gréBere und kleinere Serummengen, als 
die angegebenen, nehmen. Bei kleineren Mengen wachsen die 
Fehlerprozente. Bei gréBeren bekommt man zu dicke Eiweib- 
niederschlige auf die nachher angegebenen kleinen Filter; 
das Auswaschen nimmt mehr Zeit in Anspruch, und die 
Genauigkeit wird nicht gréBer. | 

Die Verdiinnung des Serums vor der Fallung isi 
unbedingt notwendig. In konzentrierten EiweiBlésungen ver- 
schiebt sich die untere Fiallungsgrenze stark nach unten 
und der wechselnde EiweiB- bzw. Globulingehalt des Serums 
bedingt an sich schon Fehler, ein Verhalten, auf das die ge- 
legentlich gegen die Salzfaillung erhobenen EKinwinde zuriick- 
zufiihren sind. Das alles wird bei starker Verdiinnung aus- 
geschaltet. 

Vor dem Filtrieren des Globulins 14Bt man das Material 
einige Stunden stehen. Filtriert man zu friih, so passiert der 
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Niederschlag auch die besten Filter, und laBt man das 
Globulin-Albumingemisch zu lange mit dem Ammoniumsulfat 
stehen, so verschiebt sich die Fillungsgrenze, und man be- 
kommt wiederum Fehler. 

Die au8erordentlich feinen Globulinniederschlige passieren 
fast alle Filterpapiere. Fiir unsere Zwecke immer ausreichend 
erschien uns Filter Nr. 602 von Schleicher und Schill. Es 


geniigt ein rundes Filter von 8 cm Durchmesser. Die Wiege- 


glischen mit den Filtern werden im Warmeschrank bei 105° 


setrocknet, im LExsiccator abgekihlt und gewogen. EHtwa 


10 Minuten vor dem Filtrieren feuchtet man die Filter mit 
halbgesattigter Ammoniumsulfatlésung an. Wenn das Filtrat 


' trotzdem nicht klar ist, so wird es noch einmal durch das 


Filter gegeben; schlieBlich wird mit halbgesattigtem Ammonium- 
sulfat nachgewaschen, um das Globulin ganz vom Albumin zu 
trennen. Das Filter mit dem Globulin wird in ein Becherglas 
gegeben, darin mit wenigen Scherenschligen zerkleinert; die 
Schere wird in das Becherglas hinein abgespiilt. Es wird mit 
destilliertem Wasser auf 20 ccm nachgefillt und noch 3 ccm 


 gesittigte Kochsalzlésung hinzugegeben. In das Becherglas 


wie auch in das Filtrat, welches das Albumin und Ammonium- 
sulfat enthialt, wird je 2 ccm einer 21/,°/, igen Essigsdurelésung 
gegeben und gekocht. 

Bei unseren Versuchen fanden wir, daB das Optimum fiir 


_ eine grobe Siedeflockung bei einer engbegrenzten py liegt. 
Ks ist schwierig, durch Siurezusatz gerade dieses py zu treffen. 


Nach Kochsalzzusatz bekommen wir ein Essigsaureacetat-Puffer- 
system. Wir erzielen durch den gleichen Essigsiurezusatz 
eine viel geringere p,-Anderung als ohne Salzzusatz, und die 
Kinstellung erleichtert sich. Wird die optimale H-Konzentration 
nicht getroffen, so bekommt man eine Triibung, die jedes Filter 
passiert. Salzzusatz verbreitert das Optimum so, daB beim 
Kochen von verdiinntem Serum mit einem Salzsusatz von 2 ccm 
einer gesattigten Kochsalzlésung die Flockung noch grob war 
trotz einer Schwankung von etwa 0,2—3 ccm des Zusatzes von 
Kssigséureliésung (21/,°/,) Geht man darunter oder dariiber 
hinaus, so wird die Fallung wieder feinflockig und schlieBlich 
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unvollkommen. Hin Gehalt von 50°/, gesittigter Ammonium- 
sulfatlésung hat kein so breites Optimum der Fallung bei ver. 
schiedenem Essigsiiurezusatz, steht jedoch dem Kochsalzzusatz 
an Zuverlissigkeit bei der Fallung nicht viel nach. 

Es ist notwendig, wahrend des Kochens umzuriihren, um 
zu verhindern, daB sich Flocken am GefaB festsetzen und sich 
gréBere KiweiBbrocken bilden, die schwer von den anhaftenden 
Salzen zu befreien sind. 

Der Globulinniederschlag mit zerschnittenem Filter wird 
nach dem Kochen durch das im selben Wiegeglas gewogene 
2. Filter gegeben, welches schon vorher mit destilliertem Wasser 
angefeuchtet wurde. Das Albumin wird nach der Siedefallung 
ebenfalls durch ein getrocknetes und gewogenes Filter gegeben. 
Es wird mit destilliertem Wasser nachgewaschen, bis das 
Filtrat keine Silbernitratlésungen bzw. Baritlauge mehr triibt. 
Das Auswaschen erfordert nicht viel Zeit und ist meist nach 
6maligem Durchgeben beendet. Zum Schlu8 wird noch mit 
Alkohol und fettfreiem Ather durchgespiilt und dann bei 105" 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. Veraschen 
der Filter ist nicht notwendig, da die Menge der gebundenen 
Salze usw. nach unseren Bestimmungen zu gering sind, um 
als Fehlerquelle in Frage zu kommen. 

Kine zuverlissige Trocknung des Filters, allerdings in viel 
langerer Zeit als im Wirmeschrank, ist auch im Schwefelsiure- 
exsiccator allein méglich. Die Wigung kann mit jeder analy- 
tischen Wage vorgenommen werden, welche eine Genauigkeit 
von 0,1 mg zulaBt. Man nimmt am besten méglichst kleine 
Wigeglischen, um nicht zu groBe Massen zu wiegen usw. 
Die Fehler bei dieser Methode sind geringer als bei der von 
van Slyke und Cullen angegebenen Methode. Bei gleich- 
zeitiger Untersuchung vieler Seren ist der Zeitaufwand relativ 
gering, betrachtlich kleiner als bei der Methode von van Slyke. 

Die Methode ist auch zur Bestimmung der einzelnen 
Globulinfraktionen, des sogenannten ,,Pseudoglobulins“ und des 
,fuglobulins* anwendbar. Zur Fibrinogenbestimmung nimmt 
man Oxalatblut, verdiinnt das Plasma vor der Ammonium- 
sulfatfallung auf das 30fache mit destilliertem Wasser, um den 
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Einflu8 des Oxalates auf die Fallungsgrenze méglichst klein 
zu gestalten. Man erhalt das Fibrinogen zusammen mit 
,Fibrinoglobulin* durch Aussalzen mit einer Ammoniumsulfat- 
sittigung von 28°/,. Durch Ammoniumsulfatsattigung von 28°/, 
im Serum bekommt man das Fibrinoglobulin und sehr geringe 
Fibrinogenreste. Kuglobulin fallt aus bei 32°/,, Pseudoglobulin 
bei 50°/, Ammoniumsulfatsittigung. Die Technik bei der Be- 
stimmung simtlicher Fraktionen ist folgende: Ausfillen mit 
Ammoniumsulfat, Auswaschen mit gleichprozentiger Ammonium- 
sulfatlésung, bis das Filtrat eiweiBfrei ist; das Filter mit der 
ersten Fraktion wird wie oben weiter behandelt. Im Filtrat 
wird der Ammoniumsulfatgehalt zuziiglich der zum Nachwaschen 
durch das Filter geschickten gleichprozentigen Ammonium- 
sulfatlisung durch Rechnung ermittelt und mit gesittigter 
Lésung aufgefiillt bis zur Ammoniumsulfatzahl der niaichsten 
Fraktion*), filtrieren usw. 

Die klinisch besonders wertvolle, gleichzeitige Bestimmung 
simtlicher Plasmafraktionen (Fibrinogen, Fibrinoglobulin, Eu- 
clobulin, Pseudoglobulin und Albumin) ist besonders in groBen 
Serien von Blutproben mit keiner der anderen zuverlissigen 
Methoden in nur annahernd derselben Zeit méglich. Mit der 
von van Slyke angegebenen Methode erfordert eine Blutprobe 
allen 6 Kjeldahl-Bestimmungen. AuBerdem wird, wie oben 
erwihnt, diese Methode bei der Bestimmung simtlicher Frak- 
tionen sehr kompliziert, weil ja die Differenzbestimmung nicht 
ohne weiteres durchfiihrbar ist. 


*) Z. B.: Nach der Fibrinogenfillung seien Filtrat und Wasch- 
fliissigkeit zusammen 50 cem und enthalten 14 ccm ges. Ammonium- 
sulfatléisung. Die Menge Ammoniumsulfatlésung, mit der das Gemisch 
auf eine Ammoniumsulfatsittigung von 32 gebracht werden soll, sei X; 
die in dem Gemisch schon vorhandene Ammoniumsulfatmenge sei A 
(14 eem); das Gemisch selbst sei B (50 ccm) und die zu erreichende 
Ammoniumsulfatsiittigung sei C (32). Dann ist 


X= C-B—1004 

=. 
nach Kinsetzen der Werte ist X in diesem Falle = 2,94. Es miissen 
also 2,94 cem Ammoniumsulfatlésung zu dem Gemisch gesetzt werden, 


um eine Ammoniumsulfatsittigung von 32 zu erreichen. 
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Es empfiehlt sich eine Kontrolle durch gleichzeitige Kiweif- 
bestimmung und Vergleich dieser mit der Summe der Frak- 
tionen. Man kann die Blutausgangsmenge einschrinken durch 
folgendes Verfahren: Das Blut wird in einem U-férmigen 
Capillarrohr aufgesaugt und zentrifugiert. Die Capillare wird an 
der Grenze Serum und Blutkuchen durchgebrochen und das 
Serum in ein Wigeglischen geblasen, darin gewogen und auch 
die Verdiinnung und Fallung in dem Wageglaschen vor. 
genommen. Doch ist das Arbeiten mit solch kleinen Mengen 
nicht empfehlenswert, weil durch Wasserverlust und anderes 
mehr ebenso wie auch bei der Torsionswage schon der Fehler 
bei der Bestimmung der Serumausgangsmenge zu groB wird. 

Die von uns angegebene Methode laBt sich ohne weiteres 
auch zur Untersuchung von Lumbalfliissigkeit auf pathologische, 
zuweilen erhebliche Beimengungen von Albumin bzw. Globulin 
heranziehen. Der Albumin- bzw. Globulingehalt des Liquors 
wird allgemein zur Diagnostik von meningealen und cerebralen 
Erkrankungen herangezogen und in der Klinik bisher aus 
Mastixsol- und Goldsolkurven geschiatzt. 
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Uber Porphyrinbildung aus Schwefelhamoglobin. 
Von 


P. List. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf, ) 


Der Redaktion zugegangen am 17. Januar 1924.) 


In einer kirzlich erschienenen Abhandlung vonO. Schumm}) 
wurde mitgeteilt, daB sich aus Fleisch unter bestimmten Ver- 
suchsbedingungen ein porphyrinartiger Farbstoff gewinnen 1laBt, 
der in seinem allgemeinen Verhalten dem kurz vorher be- 
schriebenen Porphyrin aus Blut?) sehr ahnlich ist. Auf Ver- 
anlassung des Genannten habe ich daraufhin Versuche iiber 
Porphyrinbildung aus Schwefelhimoglobin bzw. mit Schwefel- 
wasserstoff behandeltem Blute ausgefiihrt, deren Ergebnisse 
hier mitgeteilt werden sollen.”) 

Behandelt man Blut (Mensch, Pferd, Rind) mit Schwefel- 
wasserstoff und versetzt es danach mit Salzsiure, so bildet 
sich in mehr oder weniger groBer Menge ein Farbstoff vom 
allgemeinen Verhalten der Porphyrine. Je nach der Dauer 
der Behandlung mit Schwefelwasserstoff, der Konzentration der 
_ Salzsiure und anderem ist die Porphyrinbildung verschieden 
umfangreich. Durch ergiebige Behandlung mit Schwefelwasser- 
 stoff und Anwendung von viel rauchender Salzsaure wird in 
reichlicher Menge ein in Chloroform léslicher Kérper gewonnen, 
_ der sich aus Salzsiure mit Chloroform ausschiitteln l4Bt und 
| auch in Ather leicht léslich ist. 


1) Diese Zs. Bd. 133 (1924). 

*) Diese Zs. Bd. 132, S. 33 (1924). 

: *) Einige kurze Angaben iiber die Porphyrinbildung aus Schwefel- 
himoglobin und die Eigenschaften des Farbstoffes finden sich bereits in 

der Abhandlung yon Schumm, Uber Porphyrinbildung aus Fleisch, 

Diese Zs. Bd. 133, S. 307 (1924). 
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Bildung kleiner Mengen des Farbstoffs laBt sich schon nach 
kurzer Behandlung des Blutes mit Schwefelwasserstoff und mit 
schwacher Salzsiure feststellen. Frisches Blut wie auch ,,sauerstof. 
gezehrtes“ Blut zeigen dieselbe Umwandlungsméglichkeit. 

Der aus dem Rohprodukt gewonnene Chloroformauszug 
ist griinlich-rot-violett. Beim Auswaschen mit Wasser!) finder 
sich die Farbe. Die so entsduerte Chloroformlésung ist braunlich. 
rot und gibt ein vierbandiges Spektrum, das sehr nahe nit 
dem der von Schumm beschriebenen Farbstoffe iibereinstimmt, 
Nach dem Abdestillieren des Chloroforms hinterbleibt eiy 
trockner Farbstoffriickstand, der sich folgendermaBen verhiit: 
Er lést sich in Ather ziemlich reichlich. Die Liésung gibt ein 
vierbandiges Spektrum’): uu 630, 5751/,, 536, 502 und einen 
auBerst zarten Streifen annahernd auf 6041/,. Die Lésung in 
Benzol zeigt das Spektrum: 630, 575, 539, etwa 505. In 
Chloroform liefert der Kérper das Spektrum: 628%/,, 574, 541, 
5061/,. In ungefaihr 25°/,iger Salzsiure: I. 602, IIL. 5577/, und 
in n/10-Kalilauge: 638, 582, 5441/,, 510.%) Nach dem Schiitteln 
mit gleichviel 25°/,iger Salzsiure gibt die Chloroformlésung 
das Spektrum: 605 */,, 561 1/,. 

Auch durch andere Saéuren wird aus Schwefelhamoglobin 
Porphyrin gebildet. Daf die Schwefelsiiure dazu imstande 
ist, ist nicht verwunderlich. Interessant aber erscheint die 
Porphyrinbildung aus Schwefelwasserstoffblut durch Behand- 





) Beim Waschen der salzsiurehaltigen Chloroformlésung scheiden 
sich braune Flocken ab, die folgendes Verhalten zeigen: a) Liésung in 
n/10-Kalilauge: Dem sogenannten alkalischen Porphyrinspektrum iiln- 
liches Absorptionsbild, die Streifen jedoch auffallend weit rotwirts: 642. 
592 usw.; b) Lésung in etwa 25°/,iger Salzsiure (rein violett), Por- 
phyrinsiurespektrum: 598'/,, 555; c) Lésung in etwa 25°/, iger Salzsiure, 
mit gleich viel Chloroform geschiittelt. Die Hauptmenge des Farbstofl 
bleibt mit violetter Farbe in der Salzsiiure, nur ein kleiner Teil geht in 
das Chloroform und zeigt das Spektrum: 6041/,, 560. Die Bedeutung 
dieser Beobachtnng wird in weiteren Versuchen gepriift. 

*) Die Untersuchungen wurden an einem der von Schumm kon- 
struierten Gitterspektrometer ausgefiihrt. 


*) Fir die alkalischen Lésungen wurden bei verschiedenen Priipa §- 


raten teilweise etwas abweichende Zahlen gefunden. 





on- 


pa 
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lung mit Phosphorsiure, ferner mit Essigsiure oder Hisessig- 
ither. Dabei entsteht ein Porphyrin vom gleichen allgemeinen 
Verhalten wie dasjenige, das bei der Kinwirkung von Salzsaure 


‘aus mit Schwefelwasserstoff gesittigtem Blut gewonnen wird. 


Bei der Behandlung mit Salzsiuregas in methylalkoho- 
lischer Lésung #) liefert der aus Schwefelhiimoglobin mit Salz- 


isiure erhaltene Farbstoff ein in Chloroform leicht, in n/10- 
iKalilauge dagegen nicht ldsliches Produkt. Die Liésung in 
Chloroform gibt ein Spektrum vom Typus der Porphyrinester- 


spektra mit folgender Lage der Streifen: 629'/,, 574, 541 °/,, 
5061/,, auBerdem einen zarten Streifen auf etwa 603. Unterwirft 
man die Lésung der kiirzlich von Schumm beschriebenen Probe 
mit Salzsiure?), so gibt die Chloroformschicht das Spektrum: 
I, 605%/,, III. 5611/,. Ungetahr dieselben Zahlen erhalt man 
durch Veresterung des Kérpers nach Kiister-Deihle.*) Chloro- 
formlésung: 628%/,, 5731/,, 5401/,, 5057/, und einen schwachen 
Streifen auf 6031/,. Nach dem Schiitteln mit gleichviel 25°/,iger 
Salzsiure ist das Spektrum in der Chloroformschicht I. 6051/,, 


Til. 5603/,. Lésung des Esters in 25°/, iger Salzsaiure I. 602, 
TIL 556%/,. 


Gegeniiber verschiedenen genauer erforschten Porphyrinen, 


,Himatoporphyrin Nencki‘) aus Blutfarbstoff, Mesoporphy- 


rin®), Uroporphyrin®), Koproporphyrin*)*, unterscheidet sich 
dbiger porphyrinartiger Farbstoff sowohl dadurch, daB er in 
Chloroform ziemlich leicht léslich ist, als auch in der Lage 


') Nencki und Zaleski, Diese Zs. Bd. 30, 8S. 427 (1900). 

*) O. Schumm, Richtigstellung zur Abhandlung von Fischer und 
Schneller, Diese Zs. Bd. 133 (19214). 

5) W. Kiister und P. Deihle, Beitrige zur Kenntnis des Himatins. 
Ill. Mitteilung iiber den Chemismus der Himatoporphyrinbildung nach 
Versuchen von P. Deihle, Diese Zs. Bd. 86, S. 54 (1913); vgl. auch 
E. Fischer und A. Speier (bei Nencki und Zaleski, a. a. O. S. 427). 

*) Nencki und Zaleski, Zur Kenntnis des Himatoporphyrins, 
Diese Zs. Bd. 30, S. 423 (1900). 

5) J. Zaleski, Diese Zs. Bd. 37, S. 61 (1902). 

®) H. Fischer, Uber das Uroporphyrin, Diese Zs. Bd. 95, S. 34 


(1915). — O.Schumm, Beitriige zur Kenntnis des Hamatoporphyria 


congenita, Diese Zs. Bd. 98, S. 123 (1916). 
?) H. Fischer, Uber das Koprophyrin, Diese Zs. Bd. 96, S. 148 (1915). 


Ld 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. ‘ 





cf 





98 P. List, 


der Absorptionsstreifen seiner bis jetzt gepriiften Losungep, 
Die Farbe der salzsiurehaltigen Chloroformlésung entspricht 
ziemlich genau derjenigen, die von Schumm an den yop 
ihm beschriebenen Farbstoffen beobachtet worden ist. — 
Inzwischen sind von H. Fischer und seinen Mitarbeitern Unter. 
suchungen an einigen ,,natiirlichen“ Porphyrinen ausgefiihrt 
worden, die im chemisch spektroskopischen Verhalten dem von 
mir bearbeiteten Farbstoff offenbar sehr fhnlich sind. Ebenso 
groB ist anscheinend die Ahnlichkeit im Verhalten des von 
A. Papendieck’) aus den Faces Gesunder nach fleisch(blut-) 
haltiger Nahrung gewonnenen chloroformléslichen Porphyrins, 
das H. Fischer und Schneller auf Grund einer spiter von 
ihnen ausgefiihrten Untersuchung”) mit dem_,,Bakterien- 
porphyrin Kimmerers*) glaubten identifizieren zu kénnen. 
Ob die Ahnlichkeit im chemischen Bau ebenso grof ist, mu 
die weitere Untersuchung ergeben, mit der wir zurzeit be- 
schiftigt sind. 

Die fiir einen Vergleich am besten geeigneten spektro- 
metrischen Werte dieser verschiedenen porphyrinartigen Farb- 
stoffe seien hier zusammengestellt. 


Losung in Ather. 


























Absorptionsstreifen der Spektra | Bemer- : 

ion online 

1. Aus Hiimoglobin nach]  q) a) u. b)= : 
demVerfahren v.Schumm| 628. | 601 {573 | 534 | 500 |Priparate F 
kiinstlich dargestelltes b) verschied. ‘ 
»,Porphyrin“ 6311/, | 6041/, | 575"/,| 536 | 5024/2] Darstell. J 








!) A, Papendieck, Uber das Porphyrin der menschlichen Fiices, 
Diese Zs. Bd. 128, 8. 109 (1923). Vgl. auch J. Snapper, Arch. f. Ver 
dauungskrankheiten Bd. 25, S. 230 (1919); Deutsche med. Wochensebrift 
Bd. 47, 8. 985 (1921); Berliner Klin. Wochenschrift Bd. 58, S. 800 (1921); F 
Nederl. Tijdschr. van Genesk. 8. 1692 (1918); vgl. Zbl. f. innere Medizin v 
Bd. 39, S. 587 (1918). | 

*) H. Fischer und K. Schneller, Zur Kenntnis der natiirlichen 
Porphyrine (III), Diese Zs. Bd. 130, S. 802 (1928). 

.’) H. Kimmerer, Klin. Wochenschrift Bd. 2, S. 1153 (1923). 
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Lésung in Ather. 
(Fortsetzung.) 


Engg os en eae 





































































a 
a Absorptionsstreifen der Spektra | Bemer- 
§ ee ee ee ee RES we 
q 2, Aus Schwefelhimo-J| | ob, ae 
' globin nach sats 630 ‘Gos, 5151/,| 536 | 502 
Verfahren argestelltes | Maxi. | | 
Porphyrin“ | mum 4. 
3. Aus Vogeleierschalen | | | Die iither. | 
' nach dem Verfahren von | | | Lésung 
a “ee 632 | 605,2 | 5 | 53 | 502 rs i 
' Fischer und Kég! dar- | er | ne | one | - enthiltEs- iL 
. gestelltes Porphyrin ’) | | sigsiiure. + 
Pe | lutfarbstoff halti- - | | | ; y 
we a ate _ ‘ a ‘ ? etwa*) etwa | etwa | etwa | Die dither. | 
a genBakterien u tarennac 632,6 (B15 «=| 583 | 498 ene { 
a de mmerer-Fischer-| twa _etwa | etwa | etwa lenthiltEs- 4 
| Schneller dargestelltes | 631,5 | 575*/,| 587 | 5005)... ’ 
cS : | | | sigsiure. j 
' Porphyrin | : 
a Lésung in Chloroform. | 
. Absorptionsstreifen der Spektra | Bemer- , B 
a tt oelinimain < 
| 1, Aus Hiimoglobin nach | | os 
dem Verfahren _— von | : 
’ eee 30 | 608?/, 541 ee 
Schumm kiinstlich dar- ' | ly) 575 —_ + 
gestelltes Porphyrin | | 1 
2. Aus Schwefelhimo- | c h 
lobj ; 
globin nach dem gleichen s29 | 6031/,| 575 | 541 | 506%/, - 
Verfahren _ dargestelltes Diet. ee 
Porphyrin mum e 
3. Aus Fleisch dar- ange- 
gestelltes Porphyrin nihert 
Gc kuwie 6301/,|608 | 575 | 541 | 506 





) Fischer und Koégl, Zur Kenntnis der natiirlichen Por- 
phyrine (IV.). Uber das Ooporphyrin, Diese Zs. Bd. 131, 8. 241 (1928). a 


*) Die Zahlen sind von mir als Mittel aus den Angaben iiber die t 
seitliche Begrenzung der Streifen geschitzt. 4 
Tt 4 
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Lésung in 25°/,iger Salzsdure. 















































Absorptionsstreifen 
Bemerkungen 
1, Aus Himoglobin nach dem Ver- 
fahren von Schumm kinstlich dar- 602'/, 557 
gestelltes Porphyrin 
2. Aus Schwefelhimoglobin nach 
dem gleichen Verfahren dargestelltes 602 5571/, 
Porphyrin 
3. Aus Vogeleierschalen nach dem 
Verfahren von Fischer und Kig] 602'/, 557,3 
dargestelltes Porphyrin 
4. Aus blutfarbstoffhaltigen Bak- 
terienkulturen nach Kimmerer- : iad 
Fischer-Schneller dargestell- ee 
tes Porphyrin 
5. Aus Fleisch dargestelltes Por- 6017/, 5561/, P me 
phyrin (Schumm) 602"/, 557'/, ce 
Lésung in n/10-Kalilauge. 
Absorptionsstreifen Remer- 
L |e. | oe | hoe 
1. Aus Himoglobin nach schwan- 
d. Verfahren von Schumm kend, teils 
1 1 ’ 
kiinstlich dargestelltes sit iia S| an weiter rot- 
Porphyrin wiirts 
2. Aus Schwefelhimo- Mitte Priparat 
globin nach dem gleichen} 6331/, | 582 5447/, | 510 verschied. 
Verfahren = dargestelltes}| 637 587 | 541%, | 510 Dar- 
Porphyrin stellung 
3. Aus blutfarbstoffhal- 
tig. Bakterienkulturen nach} etwa') | etwa | etwa | etwa | Beobacht. 
Kammerer-Fischer-]| 650 582,4 | 544,4 | 508,7 in 
Schneller  dargestelltes | n/10- 
Porphyrin | NaOH 
4. Aus Fleisch darge- | ae 
stellt. Porphyrin(Schumm) _ va | re | 














*) Die Zahlen sind von mir als Mittel aus den Angaben iiber die 
seitliche Begrenzung der Streifen geschiitzt. 
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Losung des Methylesters in Chloroform. 
Absorptionsstreifen Bemer- 
_f_E.| | es Pane | ne Ber 
1. Aus Himoglobin nach | 69.1 / | 6013), 582 540 | 5067 lh Verestert 
d. Verfahren von Schumm 575 nach 
kiinstlich dargestelltes Por- (2 Ma- Kiister 
phyrin | xima) u.Deihle 
deutl. 
Maxi- 
; mum 
auf Verestert 
etwa nach 
6291/, | 603 574 540 506,3 | Nencki 
und 
Zaleski 
Verestert 
) nach 
6287/, | 6037/, | 577? 41'/, | 505 ki 
2. Aus Schwefelhimo- Is Ie a “ee . 
globin nach dem gleichen Zaleski 
Verfahren  dargestelltes 
Pas . Verestert 
orphyrin h 
3 1 1 1 51 nac 
628%/, | 608"/, | 578%/, | 540"/,| 505"/p] 
u. Deihle 
3. Aus Vogeleierschalen 
nach dem Verfahren von | 631, | 603,9 | 581,1 | 541,3 | 506 
Fischer und Kégl dar- 
gestelltes Porphyrin 




















Wie weit der von mir bearbeitete Korper _ iiberein- 


stimmt mit den in den Tabellen angefiihrten Porphy- 
rinen, muB die chemische Analyse ergeben. Diese Abhand- 


lung erliutert nur die Tatsache der Porphyrinbildung aus 
Schwefelhamoglobin hinsichtlich der dafiir geeigneten Versuchs- 
bedingungen und gibt die Beschreibung einiger charakteristischer 
Kigenschaften des entstehenden chloroformléslichen Farbstoffes. 

DaB durch Behandlung mit konzentrierter Schwefelsiure 
aus ,sauerstofifreigemachtem“ Blut (gefaultem Blut, CO-Blut) 
Porphyrinlésungen (von ziemlicher Reinheit) gewonnen werden 


cf 
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kénnen, ist schon friiher von Vinzenz Arnold?) festgestellt 
worden. Wie meine Versuche zeigen, geniigt zur Bildung 
porphyrinartiger Farbstoffe aus Schwefelhimoglobin schon 
die Anwendung schwicherer Saiuren. Abgesehen von Salzsiiure 
miBiger Konzentration bewirken schon Phosphorsiiure und 
selbst Essigsiure deutliche Porphyrinbildung. 


Versuche.?) 


1. In 20 ccm frischen Pferdeblutkérperchenbrei wurde 
1/, Stunde lang Schwefelwasserstoff eingeleitet. Das Gemisch 
wurde mit dem 5 fachen Volumen 25°/, iger Salzsiure versetzt. 
In dieser Lésung lieB sich bereits das Porphyrin spektroskopisch 
nachweisen. Dann wurde mit Soda alkalisch gemacht und 
mit Essigsiure angesiuert. Darauf wurde mit etwa dem 
3fachen Volumen Ather geschiittelt und im Scheidetrichter die 
Kssigsiure mit Wasser moglichst gut herausgewaschen. 


Die Atherlisung zeigte folgendes Spektrum: I. 631, Ia. 600 
(schwach), II. 576, III. 536*/,, IV. 503?/,. 

Kine Hilfte des Atherauszuges wurde mit 5 ccm 25°/,iger 
Salzsiure geschiittelt. Die rotviolette Salzsiurelésung ergab 
das Spektrum: I. 602, III. 557. Nach weiterem Verdiinnen 
mit 25°/, iger Salzsiure stellte sich das Spektrum auf I. 602 
und III. 558 ein. 


Aus der 25°/, igen Salzsiurelésung wurde der Farbstoft 


in Chloroform iibergefiihrt. Das Spektrum der griinlich-rot- 
violetten salzsauren Chloroformlésung wurde abgelesen als: 
I. 6051/, und III. 561'/,. Die durch Auswaschen mit Wasser 
von Salzsiure befreite Chloroformlésung zeigte das Spektrum: 
I. 628%/,, II. 574, III. 542, LV. 5063/, und einen zarten Streifen 
Ta. 6031/,. 





1) Vinzenz Arnold, Uber Darstellung von Himatoporphyrin aus 
Kohlenoxydblut. Diese Zs. Bd. 82, S. 278 (1912). 

*) Die hier mitgeteilten Versuche sind mehrfach mit im wesent- 
lichen gleichem Ergebnis wiederholt worden. Von ihrer Wiedergabe 
glaube ich ebenso absehen zu kénnen, wie von einer Beschreibung zahl- 
reicher, einfacher durchgefiihrter ahnlicher Versuche. 
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4 Die andere Hilfte des reinen Atherauszuges wurde mit 
3°/, iger Salzsiure geschiittelt, wobei reichlicher Ubergang des 
Farbstoffes in die wiBrige Salzsiureschicht stattfand. Hs 
ergab sich das Spektrum: I. 600, III. 554. 


2. In 20ccm frisches Menschenblut wurde !/, Stunde lang 
Schwefelwasserstoff eingeleitet und weiter wie nach obigem 
Versuch verfahren. 


Die Atherlésung ergab das Spektrum: I. 630, Ia. 6041/,, 
Il. 576, IL. 536, IV. 502/,. 


Wie im vorigen Versuch wurde die Atherlésung mit 5 ccm 
25°/,iger Salzsiure geschiittelt. In der Salzsiure war das 
Spektrum: I. 602, ILI. 556 und nach weiterem Zusatz von 
25°/, iger Salzsiure: I. 602, II]. 557. 

Der Auszug in 25°/, iger Salzsiure wurde mit Chloroform 
extrahiert und in der ausgewaschenen Chloroformlésung die 
Absorptionsstreifen I. 628, II. 574, IIL. 542, IV. 507 ab- 
gelesen. 

Die Chloroformlésung, mit 25°/, iger Salzsiure geschiittelt, 
sab ein Spektrum in der Chloroformschicht von I. 605, 
UT. 5611/, und ein Spektrum in der Salzsiureschicht von einer 
Spur des Kérpers bei 5571/, (Str. III). 


Die reine siurefreie Chloroform—Porphyrinlésung wurde 
eingedampft und ein Teil des Riickstandes in 25°/, iger Salz- 
siure gelést, worin das charakteristische Porphyrinspektrum 
zu erkennen war. 

Kin anderer Teil des Riickstandes wurde mit n/10-Kali- 
lauge aufgenommen, fiir die das 4 streifige alkalische Porphyrin- 
spektrum abzulesen war: J. 637, Il. 587, Il]. 541'/,, IV. 51°. 


3. 100 ccm frisches Rinderblut wurden ausgiebig mit 
Schwefelwasserstoff behandelt und dann mit 900 ccm rauchender 
Salzsiure versetzt. Nach 1/, Stunde wurde das entstandene 
Porphyrin mit Chloroform extrahiert und die Lésung durch 
Auswaschen mit Wasser siurefrei gemacht. Darauf wurde das 
Chloroform abgedampft, der Riickstand mit n/10-Kalilauge auf- 
genommen und hierauf mit Essigsiure ausgefallt. Der Nieder- 
schlag wurde auf dem Filter ausgewaschen und an der Luft 
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getrocknet. Die Substanz wurde nun zum Teil zu verschiedenen 
Portionen in Chloroform, Ather, Benzol, n/10-Kalilauge und 
25°/, iger Salzsaiure gelést. Die Spektra der Lésungen wurden 
wie folgt gemessen: 


Chloroform: I. 628%/,, II. 573%/,, II. 541, IV. 5061/,. 
Ather: I. 630, Ia. 6041/,, II. 5751/,, III. 536, IV. 502. 
Benzol: I: 630, I. 5751/,, III. 5391/,, IV. 505?/,. 
n/10-Kalilauge: I. 6331/,, II. 582, III. 5441/,, IV. 510. 
25°/,ige Salzsiure: I. 602, III. 557?/,. 


Chloroform mit gleichviel 25°/, iger Salzsiure geschiittelt: 


Chloroformschicht: I. 6051/,, II. 5617/,. 
Salzsiureschicht: I. 6021/,, III. 558. 


Die Hauptmenge des getrockneten Niederschlages wurde 
durch Behandlung mit Salzsiuregas in methylalkoholischer 
Lésung verestert und der Ester in Chloroform gelést. 

Spektrum: I. 629, Ia. 603, II. 574, III. 541%/,, IV. 506. 


4. Wie in Versuch 3 wurde aus mit Schwefelwasserstoff 
behandeltem frischen Rinderblut ein trocknes Rohprodukt des 
Porphyrins gewonnen. 


Kine Halfte der Substanz wurde nach Kiister-Deihle, 
die andere nach Nencki und Zalesky verestert. 

Die methylalkoholische Lésung des nach Kiister-Deihle 
hergestellten Praparates wurde in Wasser gegossen, wobei der 
Ester als flockiger Niederschlag ausfiel. Dieser wurde abfiltriert 
und nach dem Waschen getrocknet. (Eine Probe des Nieder- 
schlags gab an n/10-Kalilauge nur Spuren Farbstoff ab und 
verhielt sich somit wie die Porphyrinester.) 1 Teil der Sub- 
stanz wurde in Chloroform aufgenommen und lieferte das 
Spektrum: I. 628%/,, Ia. 603°/,, II. 5731/,, IIL. 5401/,, IV. 5057/,. 
Kin anderer Teil wurde in 25°/, iger Salzsiure aufgelist und 
zeigte das Spektrum: I. 602, III. 556%/, und einen schwachen 
Streifen IJ. 582. Ein 3. Teil des Niederschlags wurde durch 
Phenol?) in Lésung gebracht; es wurde das Spektrum abgelesen: 





1) Vgl.O. Schumm, Richtigstellung zur Abhandlung vonH. Fischer 
und K. Schneller, Diese Zs. Bd. 133, 8. 305 (1924). 
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]. etwas unsymmetrisch, Maximum links etwa 622, II. un- 
symmetrisch, Maximum rechts etwa 570, III. fast symmetrisch 
547}/,, IV. etwas unsymmetrisch 509'/,. Hin Streifen Ia. war 
nicht vorhanden. 

Die methylalkoholische Lésung des nach Nencki und 
Zaleski veresterten Porphyrins wurde mit Wasser unter Eis- 
kihlung versetzt, wobei der Ester ausfiel. Der Niederschlag 
wurde abfiltriert, gewaschen und getrocknet. (In n/10-Kali- 
lauge war er nicht merklich ldslich.) Der Ester wurde in 
Chloroform gelést und ergab das Spektrum: I. 6281/,, Ia. 6031/,, 
Il. 577/,, IL. 5417/,, IV. 505. 

5. Der Versuch soll die Porphyrinbildung durch Ein- 
wirkung von Salzsiure auf méglichst reines Schwefelhimoglobin 
klarlegen: 

100 ccm defibriniertes Pferdeblut wurden mit dem zehn- 
fachen Volumen einer physiologischen Kochsalzlésung verdiinnt 
und in weiten Schalen bis zur Absetzung des Blutkérperchen- 
breies 1 Tag stehen gelassen. Der von der Fliissigkeit ab- 
getrennte Blutkérperchenbrei wurde mit wenig Wasser ver- 
setzt und einer dem Gesamtvolumen gleich groBen Menge 
Ather im Scheidetrichter geschiittelt. Die wiBrige Lisung 
wurde abfiltriert, mit 1/, ihres Volumens Alkohol versetzt und 
2 Tage bei 0° zur Bildung der Oxyhamoglobinkrystalle stehen 
gelassen. 

Die Oxyhimoglobinkrystalle wurden mit 20°/,igem Al- 
kohol gewaschen, in wenig Wasser aufgelést und ausgiebig 
mit Schwefelwasserstoff behandelt. (Das entstandene Schwefel- 
himoglobin lieB sich spektrometrisch nachweisen.) Die Lésung 
wurde dann mit dem zehnfachen Volumen rauchender Salzsiure 
versetzt. Kine Probe dieser Lésung, die auf etwa 25°/, ige 
Salzsiure verdiinnt wurde, zeigte die Absorptionsstreifen 602 
und 556%/,. Durch wiederholtes Schiitteln mit Chloroform 
wurde ein bedeutender Teil des Farbstoffes extrahiert. Lingeres 
Einwirken des Chloroforms auf die salzsaure Lisung schien 
die Extraktion sehr zu begiinstigen. Die Chloroformlésung 
wurde in 4 Portionen eingedampft und die Riickstiinde getrennt 
mit Chloroform, 25°/,iger Salzsiure, n/10-Kalilauge und mit 











106 P. List, 


Ather aufgenommen. Die spektrometrischen Ablesungen er. 
gaben: 

Chloroform: I. 629, II. Maximum rechts bei 576, 
III. 541, IV. 506. 

25°/,ige Salzsiure: I. 603, II. 5843/,, Ill. 558. 

n/10-Kalilauge: I. 633, II. 581%/,, IIL. 544, IV. 508. 

Ather: I. 631, Ia. 6041/, (schwach), II. 577 (Maximum) 
ITI. 537, IV. 5027/, Maximum). 

Der nach dem Ausschiitteln mit Chloroform noch in der 
urspriinglichen Salzsiurelésung verbliebene Teil des Porphyrins 
wurde durch Neutralisieren mit Soda und etwas Natriumacetat 
ausgefallt und (einem von A. Papendieck vorgeschlagenem 
Verfahren gemi’B) nach dem Trocknen in salzsaurem Chloroform 
gelést. Die gewaschene Chloroformlésung wurde in 4 Portionen 
eingedampft, und die Riickstinde wurden mit denselben Lésungs- 
mitteln wie vorher aufgenommen. Die Messungen ergaben: 

Chloroform: I. 629'/,, Il. unsymmetrisch, Maximum rechts 
5751/,, IT. 5401/,, 1V. 507. 

25°/,ige Salzsiure: I. 6031/,, II. 5821/,, III. 558. 

Ather: I. 630, Ia. 605, II. Maximum rechts 576, 
IT]. 5364/,, IV. 503. 

n/10-Kalilauge: I, 632, II. 580°/,, HI. 5431/,, IV. 508. 

6. 10 ccm frisches Rinderblut wurden mit Schwefelwasser- 
stoff behandelt, mit 100 ccm Eisessig versetzt und 1 Stunde 
stehen gelassen. Der Farbstoff wurde mit Ather extrahiert 
und der Ather gewaschen, 

Spektrum in Ather: I. 630, Ia. 6052/,, IL 5773/, (Maxi- 
mum rechts), III. 536°/,, IV. 502. 

Die Atherlésung mit 25°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt 
ergab in der Salzsiure das Spektrum: 

I, 6031/,, II. 5843/,, IIL. 558?/,. 

7. 10 ccm Rinderblut wurden }/, Stunde mit Schwefel- 
wasserstoff behandelt, mit 100 ccm EHisessig versetzt und 1 Tag 
stehen gelassen. Die spektrometrischen Messungen ergaben: 

Atherextrakt: I. 631, La. 606, II.5771/,, III. 5361/,, IV. 503. 

25°/,ige Salzsiure: I. 603, If. 5831/,, IL. 5581/,. 

Chloroformauszug: I. 629, IT. 576, IIL. 5413/,, IV. 5077/,. 
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| 8. 10 ccm Rinderblut wurden nach Behandlung mit 
| Schwefelwasserstoff mit 50°/,igem Hisessigiither versetzt und 
'1Tag stehen gelassen. In dem 25°/ igen Salzsiureauszug 
‘war ein Mischspektrum') zu sehen; dagegen ergab der ge- 
'waschene Chloroformextrakt das Porphyrinspektrum: I, 629, 
11 575, ILL. 542, IV. 506. 

: Wurde die Chloroformlésung mit etwa 25°/, iger Salzsiure 
' geschiittelt, so zeigte die Chloroformschicht das Spektrum: 
1. 605, III. 560'/, und die Salzsiureschicht das Spektrum: 
|. 602, IIT. 558. 

9, Anordnung wie in den vorigen Versuchen. Verwendet 
wurde 50°/, ige Hssigsiiure, 

Auszug in 25°/, iger Salzsiure: I. 602, IT. 582, II. 5567/,. 
Auszug in Chloroform: I. 630, I. 577, IIL. 5421/,, IV. 503. 
10. Anordnung wie oben. Verwendet wurde 25°/, ige 
| Essigsiure. Spektrum in 25°/,iger Salzsiure: I. 603, III. 558. 
11. Auch durch Einwirkung von konzentrierter Ortho- 
| phosphorsiure auf Schwefelwasserstoffblut wurde Porphyrin 
' erhalten. Der Chloroformauszug zeigte das Spektrum: I. 630, 
| I. 5767/,, HL 542°*/,, IV. 508%, 

| 12. Verwendung von 25°/, iger Orthophosphorsiure ergab 
| ebenfalls Porphyrinbildung. 

Chloroformauszug: I. 629, I. 575, UT. 542, 1V. 505%/,. 





1) Mischspektrum: I. 630'/,—617, IJ. 5801/,—5581/,, III. 533%/,. 
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Nachtrag zu: ,SSynthetische Versuche iiber die Konstitutioy 
des Gallenfarbstoffes“. ITI. 


Von 
Joachim Miiller. 


(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Januar 1924.) 


Bei den Untersuchungen iiber die Oxypyrrole ist die 
Acetylierungs- wie Benzoylierungsreaktion von besonderem 
Interesse, weil hierdurch am ehesten eine weitere Charakteri- 
sierung und eventuelle Fassung von Oxypyrrolderivaten, die 
wir als Spaltungsprodukte von Gallenfarbstoff wie den natiir- 
lichen Porphyrinen in erster Linie in Betracht ziehen miissen, 
zu erwarten ist. 

Bei der Acetylierung des Benaryschen Oxypyrrols!) mit 
Kssigsaureanhydrid erhielten nun H. Fischer und E. Loy® 
(und gleichzeitig W. Kiister und P. Schlack)') bei Gegenwart 
von Natrium- bzw. Kaliumacetat das an der Oxygruppe ace- 
tylierte Pyrrol, wihrend W. Kiister und P. Schlack’*) bei 
Anwendung von Schwefelsiure eine Diacetylverbindung mit 
2,3-Stellung der Acetylreste erhielten. Ebenfalls eine Diacety!- 
verbindung gewannen H. Fischer und Marianne Herrmann’) 
vom 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrol. Dagegen war bis jetzt 
bei der Benzoylierung kein befriedigendes Resultat erzielt 





1) Chem. Ber. Bd. 46, S. 1863 (1913). 
*) Diese Zs. Bd. 128, S. 59 (1928). 

5) Diese Zs. Bd. 121, S. 152 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 122, S. 1 (1922). 
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worden. Bei der Kinwirkung von Benzoylchlorid auf das in 
Pyridin geléste Benarysche Oxypyrrol’) konnte wohl Reaktion 
konstatiert werden, doch war eine Reindarstellung wegen der 
dabei auftretenden Nebenprodukte nicht méglich. Herr Pro- 
fessor H. Fischer forderte mich nun auf, in Fortsetzung der 
‘oben erwihnten Arbeit diese Versuche aufzunehmen und sie 
auch auf die Oxypyrrolaldehyde, was im Hinblick auf ihre 
Konstitution als wahre Oxyaldehyde von Interesse war, aus- 
gudehnen. Bei der Benzoylierung der Oxypyrrole arbeitete 
ich in alkalischem Medium und erhielt im Falle des Benary- 
schen Oxypyrrols eine Dibenzoylverbindung, wahrscheinlich mit 
2,3-Stellung der Benzoylreste (I), doch ist auch eine 1,3-Stellung 
(I) nicht unmdglich. 


baat a aimee staiitii 0-CO-C,H, 
| ie 
I H,C\__CO-C,H, Il H,C\_H 
NH N 
| 
CO ” C,H; 


Bei der Benzoylierung des isomeren 2-Oxy-4-carbithoxy- 
j-methylpyrrols erhielt ich eine alkalilésliche Monobenzoyl- 
verbindung, so daB hier eine Benzoylierung der Oxygruppe 
nicht in Frage kommt und nur eine Benzoylierung in 3- oder 
1-Stellung méglich ist. 

Durch Acetylierung des 3-Oxy-4-carbiathoxy-5-methyl- 
2-pyrrolaldehyds erhielt ich eine prachtvoll krystallisierte 
Monoacetylverbindung, und es war nun wichtig, ob diesem 
acetylierten Aldehyd noch die typischen Aldehydreaktionen — 
wie sie bei der Acetylierung einer Oxymethylengruppe un- 
néglich waren — zukommen. Ks stellte sich nun heraus, 
daB der Acetylrest sehr labil gebunden ist, denn schon bei 
Kinwirkung von Semicarbazid wurde nicht das erwartete Semi- 
carbazon des acetylierten Aldehyds, sondern das des freien 
Aldekyds erhalten. Dagegen gelang die Darstellung eines schén 
krystallisierten Aminoguanidonnitrats und eines p-Nitrophenyl- 
hydrazons. Zur Kontrolle wurden auch die entsprechenden 





) Diese Zs. Bd. 122, S. 14 (1922). 
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Derivate des freien Aldehyds dargestellt. Somit diirfte dey | 


acetylierten Aldehyd folgende Konstitution (II]) zukommep. | | 


wee -O-CO-CH, 


| 
| 


H 
III H ra 20 
NH 
demzufolge dann dem zugrunde liegenden Aldehyd nur di 
Konstitution eines wahren Oxyaldehyds (IV). 


H,C,00C- TT -OH 
IV H, a ex we 
NG 

Bei der Untersuchung des isomeren 2-Oxy-4-carbiithoxy. 
5-methyl-3-pyrrolaldehyds konnte wie im Falle der Benzoy. 
lierung des zugehérigen Oxypyrrols die Reaktionstrigheit der 
Oxygruppe festgestellt werden. Es gelang weder die Jar. 
stellung eines Acetyl- noch Benzoylderivates. Es wurde des. 
halb zur Charakterisierung der Oxygruppe ein anderes Reagens — 
Phenylisocyanat — herangezogen und damit von beiden Aldehyden 
gut definierte Urethane erhalten. Beim 3-Oxy-4-carbiithoxy. 
5-methyl-2-pyrrolaldehyd wurde auch hier wieder die Labilitit 
des an der Oxygruppe sitzenden Restes konstatiert. Durch 
Kinwirkung von Semicarbacid wurde wie beim acetylierten 
Aldehyd das Semicarbazon des freien Aldehyds erhalten, 
wihrend beim Derivat des 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-3-pyrrol- 

aldehyds das zu erwartende Semicarbazon (V) 

H,C,00C- ‘cae -NH-CO-NH, 


V H, OL 006: NH-C,H, 
in 


erhalten wurde, so daf auch fiir den 2-Oxy-4-carbathoxy- 
5-methyl-3-pyrrolaldehyd nur die Oxyaldehydformel in Frage 
kommen diirfte. 

Von H. Fischer und M. Schubert!) wurde vor kurzem 
ein Tetra-(2,4-dimethyl-3-carbithoxy-pyrryl-5)-athan erhalten, 
und es war von Interesse, wie die Reaktion wohl bei den Oxy- 
pyrrolen verlief. Vorliufig wurde nur das 2-Oxy-4-carbathoxy- 





1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 2379 (1923). 
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| 5-methylpyrrol untersucht. Die Reaktion konnte nach ver- 
schiedenen Richtungen hin verlaufen. Erstens konnte ein 
' Tetrapyrryliithan erhalten werden. In Anbetracht der groBen 
| Tendenz der Oxypyrrole, in der Pyrrolydenform zu reagieren, 
' schien es jedoch nicht unwahrscheinlich, daB die Reaktion 
' m Dipyrrylmethenen fihrte. Hatten ja H. Fischer und 
| Biumer?) aus Dimethylpyrrol mit Glyoxal nur Tetramethyl- 
dipyrrylmethen erhalten. 


Bei dem genannten Oxypyrrol verlief nun die Reaktion 


in einer dritten Richtung, es reagierten 2 Molekiile Oxypyrrol 
| mit 1 Molekiil Glyoxal zu einem indigoiden Farbstoff folgender 
| Konstitution (VI): 





H,C,00C- 


VI HC. ou ek CH, 
N N 
Dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit Versuchen 


—CH—CH=——)-CO0C,H, 


' von F. Friedlander und F. Risse’), die aus Indoxyl und 


Oxythionaphten mit Glyoxal analog gebaute Farbstoffe er- 
hielten. Natiirlich kann fiir VI auch die isomere Ketoformel 


in Betracht gezogen werden. 


I. Benzoylierung der Oxypyrrole. 
1. 3-Oxy-4-carbaithoxy-5-methylpyrrol. 

0,5 g des Oxypyrrols (1 Mol.) wurden in 20°/,iger Natron- 
lauge suspendiert und 1,3 g Benzoylchlorid (3 Mol.) allmihlich 
unter Schiitteln hinzugegeben. Das Oxypyrrol ballte sich zu- 
sammen und bildete das Reaktionsprodukt nach 1/, tagigem 
Stehen eine orangerote ziihe Masse. Diese wurde mit Wasser 
und darauf mit verdiinnter Essigsiure gut durchgeknetet und 
dann Umkrystallisationsversuchen unterworfen. Es stellte sich 
dabei heraus, daB 2 Kérper entstanden waren. Das Haupt- 
produkt — die Dibenzoylverbindung —- kam aus Alkohol- 
Wasser in schneeweiBen langen Nadeln vom Schmelzp. 112° 
0,35 g. 


1) Chem. Ber. Bd. 44, S. 2026 (1914). 
2) Chem. Ber. Bd. 47, S. 1919 (1914). 
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0,1410 g Substanz gaben 4,9 cem N (17'/,° 712 mm). 
C.gH,,0;N (377) Ber. 3,719, N._—- Ge. 8,82, N. 

Ein kleiner Teil war bei der Umkrystallisation des Haupt. 
produktes aus Alkohol unléslich zuriickgeblieben; er konnte 
aus Kisessig in glinzenden orangeroten, gestreckten Plittchen 
erhalten werden. Schmelzp. 243° nach vorhergehendem Briunen 
und Sintern. 


3,515 mg Substanz gaben 8,066 mg CO,, 1,666 mg H,O. 
4,989 ,, , » 0,338 cem N (17°, 717 mm). 


Gef. 62,60°/, C 5,30°/, H 7,52°/, N. 


Diese Zahlen stimmen auf folgende Bruttoformel: C,,H,,0,N. 
Wegen der auBerordentlich geringen Menge — aus obigem 0,5 ¢, 
0,015 g — wurde auf eine weitere Untersuchung verzichtet. 


2. 2-Oxy-4-carbathoxy-5-methylpyrrol. 

0,2 g des Oxypyrrols wurden in 20°/,iger Natronlauge 
unvollstindig gelést und tropfenweise unter standigem Schiitteln 
Benzoylchlorid hinzugegeben. Unter Gelbfarbung trat Lésung 
ein. Nach mehrstiindigem Stehen wurde vorsichtig mit ver- 
diinnter Essigsiure angesiuert. Es fiel ein dicker gelblicher 
Niederschlag. Krystallisiert aus Alkohol in feinen Nadeln- 
biischeln. Schmelzpunkt nach 2maligem Umkrystallisieren 200°. 


5,490 mg Substanz gaben 0,267 cem N (151/,°, 713 mm). 
C,;H,,0,N (273) Ber. 5,189, N_— Gef.. 5,39 % N. 


II. Zur Konstitution der Oxypyrrolaldehyde. 


1. 3-Oxy-4-carbathoxy-5-methyl-2-pyrrolaldehyd. 


a) Acetylderivat: 2 g des Aldehyds werden in Essigsiure- 
anhydrid hei8 konzentriert gelést und nach Hinzufiigen einer 
Spur konzentrierter Schwefelsiure mehrere Minuten gekocht. 
Die heiBe Lésung, die sich stark rot gefarbt hatte, wurde in 
eine Krystallisationsschale gegossen; beim Erkalten krystalli- 
sierte das Acetylderivat in glinzenden Krystallen aus. 1,75 g. 
Aus Alkohol- Wasser in stark glinzenden, fast farblosen Stiibchen. 
Schmelzp. 163°. Gibt mit Ejisenchlorid keine Enolreaktion 
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mehr. Durch Kochen mit Alkali wird der Acetylrest voll- 
kommen abgespalten. 

0,1721 g Substanz gaben 9,4 cem N (171/,°, 712 mm). 

C,,H,;0,N (239) Ber. 5,86°/, N Gef. 6,01°/, N. 

b) Aminoguanidonnitrat des acetylierten Aldehyds. 0,15 g 
des acetylierten Aldehyds wurden in Alkohol heiB gelést und 
mit einer Lésung von 0,17 g salpetersaurem Aminoguanidin 
in Wasser vermischt. Nach Hinzufiigen von 2 Tropfen kon- 


| gentrierter Salpetersiure wurde einmal aufgekocht und dann 


stehen gelassen. Nach kurzer Zeit hatte sich das Amino- 


' guanidon als glinzender krystallisierter Niederschlag ab- 


geschieden. Zersetzungsp. 210°. Schwer léslich in heiBem 
Wasser, noch schwerer in Alkohol. Aus beiden Lésungsmitteln 
in rein weiBen, quadratischen Blittchen. LEisessig spaltet 
Salpetersiure ab. 
0,0949 g Substanz gaben 20,3 cem N (16°, 714 mm). 
C,,H,,0,N, (858) Ber. 23,47°/, N_—- Ge. 23,68, N. 


c) Aminoguanidonnitrat des 3-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl- 


| 2-pyrrolaldehyds. 0,13 g des Aldehyds wurden in analoger 
| Weise mit 0,17 g salpetersaurem Aminoguanidin umgesetzt. 


Das Kondensationsprodukt ist gelb und krystallisiert wie das 
des acetylierten Aldehyds in glanzenden, quadratischen Blatt- 
chen. Schwer léslich in Alkohol, etwas leichter in siedendem 
Wasser. Zersetzungspunkt 263° LEisessig spaltet ebenfalls 
Salpetersiure ab. 

0,1215 g Substanz gaben 29,1 cem N (17'/,°, 715 mm). 

C,,HigO,N, (316) Ber. 26,58°/, N Gef. 26,48 °/, N. 

d) p-Nitrophenylhydrazon des 3-Oxy-4-carbithoxy-5-me- 
thyl-2-pyrrolaldehyds. 0,22 g des Aldehyds wurden in még- 
lichst wenig Alkohol heiB gelést und mit einer Lésung von 
0,2 g¢ salzsaurem p-Nitrophenylhydrazin in wiBrigem Alkohol 
vermischt, Schon nach kurzem Kochen hatte sich aus der 
tief dunkelrot gewordenen Lésung das p-Nitrophenylhydrazon 
fast quantitativ abgeschieden, so da8 die Flissigkeit noch in 
der Hitze zu einem Krystallbrei roter Nadeln gestand. 0,34 g. 
Schwer léslich in Alkohol und KEisessig, krystallisiert es aus 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXY. 8 
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beiden Lésungsmitteln in schénen dunkelroten Nadeln vom 
Zersetzungspunkt 254°. 


0,0634 g Substanz gaben 9,7 cem N (161/,°, 717 mm). 
C,sH,.0;N, (832). Ber. 16,87°/, N Gef. 16,98°/, N. 


e) Einwirkung von Semicarbazid auf den acetylierten 
Aldehyd. 

Zu 0,12 g des acetylierten Aldehyds wurden die mitein- 
ander vermischten Loésungen von 0,11 g Semicarbazidchlor- 
hydrat in Wasser und von 0,1 g Kaliumacetat in Alkohol ge- 
geben und einige Minuten gekocht. Nach kurzem Stehen 
schon hatte sich ein gelblicher krystallisierter Niederschlag 
ausgeschieden. 0,11 g. Zersetzungspunkt 240—242°, Un. 
krystallisiert aus Eisessig. 


0,0610 g Substanz gaben 12,4 cem N (17?/,°, 709 mm). 
Ber. fiir das Semicarbazon des acetylierten Aldehyds : 


C,.H,,0;N, (296). 18,92 %/, N. 

Ber. fiir das Semicarbazon des freien Aldehyds: 

C,,H,,O,N, (254). 22,05 9, N. 
Gef. 22,29, N. 

f) N-Phenylcarbaminsiure -(2 -formyl-4-carbithoxy -5-me- 
thyl)-pyrrylester. Aus dem 3-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-2- 
pyrrolaldehyd und Phenylisocyanat. 

0,8 g des Aldehyds (1 Mol.) und 1,0 g Phenylisocyanat 
(2 Mol.) wurden ohne Verdiinnungsmittel im Olbad auf 180° 
erhitzt. Das halbfeste Gemisch verfliissigte sich zu einer homo- 
genen dunkelroten Fliissigkeit. Nach kurzem Kochen wurde 
abgeschreckt und das nach einiger Zeit auskrystallisierte Re- 
aktionsprodukt mit Benzol angerieben, abgesaugt und mit viel 
Benzol zur Entfernung iberschiissigen Phenylisocyanats gut 
nachgewaschen. Getrocknet stellte das Urethan ein rosarotes 
Pulver dar. 0,95 g. Zersetzungspunkt 168° Aus Alkohol, 
worin es schwer léslich, wurde es in fast farblosen Nadeln 
vom Zersetzungspunkt 169° erhalten. Ebenso aus Hisessig, 
in welchem es leichter léslich ist. 


0,1510 g Substanz gaben 12,5 cem N (151/,°, 721 mm). 
C,,.H,,O;N, (316). Ber. 8,86°, N Gef. 9,29 9/, N. 





Nachtrag zu: ,Synthetische Versuche iiber die Konstitution“ usw. 115 


g) Kinwirkung von Semicarbazid auf den N-Phenylcarb- 


 aminsiiure-(2-formyl-4-carbathoxy-5-methyl)-pyrrylester. 


Das auf analoge Weise wie beim acetylierten Aldehyd 


aus 0,15 g Urethan, 0,11 g Semicarbazidchlorhydrat und 0,1 g 


Kaliumacetat dargestellte Semicarbazon — 0,11 g — vom Zer- 
setzungspunkt 240° erwies sich durch Verbrennung als eben- 
falls identisch mit dem Semicarbazon des 3-Oxy-4-carbithoxy- 
5-methyl-2-pyrrolaldehyds. 


0,0689 g Substanz gaben 12,4 ccm N (15'/,°, 725 mm). 
C,oH,,O,N, (254) Ber. 22,05°/, N Gef. 22,31°/, N. 


2. 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-3-pyrrolaldehyd. 


ade 


a) N-Phenylcarbaminsiure -(3-formy]-4-carbiaithoxy-5- me- 
thyl)-pyrrylester aus dem 2-Oxy-4-carbithoxy-5-methyl-3-pyrrol- 
aldehyd und Phenylisocyanat. 

1,2 g 2-Oxy-4-carbaithoxy-5-methyl-3-pyrrolaldehyd (1 Mol.) 
und 1,5 g Phenylisocyanat (2 Mol.) wurden in der gleichen Weise 
wie beim isomeren Aldehyd zur Reaktion gebracht und verarbeitet. 
Das aus der schmutzigbraunen Lésung erhaltene Produkt bildete 
nach kriftiger Benzolwische ein grauweiBes krystallisiertes 
Pulver. 0,12¢. Zersetzungspunkt 171° Zur Reinigung wurde 
das Urethan aus Eisessig, aus dem es in Nadeln erscheint, 
umkrystallisiert, da es in Alkohol auBerst schwer léslich ist. 


0,1042 g Substanz gaben 8,8 cem N (17'/,°, 725 mm), 
C,.H,.0;N. (316). Ber. 8,86°/, N Gef. 9,33°/, N. 


b) Semicarbazon obigen Urethans. Zur siedenden Kisessig- 
lisung von 0,15 g Urethan wurde das gleichfalls siedende Ge- 
misch von 0,11 g Semicarbazidchlorhydrat in Wasser und von 
0,1 ¢ Kaliumacetat in Alkohol hinzugefiigt und einige Zeit 
gekocht. Nach lingerem Stehen in der Kilte hatte sich das 
Semicarbazon fast restlos — 0,12 g — in krystalliner Form 
abgeschieden. Zersetzungspunkt 186°. Aus Kisessig um- 
krystallisiert. Zersetzungspunkt 190°. 


0,1198 g Substanz gaben 20,0 cem N (17°, 720 mm). 


C,,H,,0;N¢ (373). Ber. 18,76 a P N Gef. 18,62 fF N. 
8 * 
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3. Indigoider Farbstoff aus 
2-Oxy-4-carbithoxy-5-methylpyrrol. 

2 Mol. Oxypyrrol wurden in wenig Alkohol heiB gelist, 
1 Mol. 40°/,ige waBrige Glyoxallésung hinzugefiigt und in das 
siedende Gemisch 5—6 Tropfen konzentrierte Salzsaure ge. 
geben. Die Lésung firbte sich tief dunkelrot und nach einer 
halben Stunde etwa begann der Farbstoff in schénen dunkel- 
roten Nadeln auszukrystallisieren. Nach 1'/, stiindigem Sieden 
am RiickfluBkiihler wurde die Reaktion als beendet angesehen 
und der ausgefallene Farbstoff nach dem Erkalten abgesaugt 
und mit viel heiBem Alkohol gewaschen. Der Farbstoff be- 
sitzt keinen Schmelzpunkt, sondern verkohlt zwischen 200)’ 
und 300° Er ist in den gebriuchlichen Liésungsmitteln derart 
schwer léslich, daB eine Umkrystallisation daraus nicht méglich 
war. Aus siedendem Nitrobenzol, in dem es sich miBig schwer 
lést, kommt er in prachtvollen dunkelroten Blattchen (monoklin) 
mit lebhaftem Metallglanz heraus. 


0,1167 g Substanz gaben 0,2550 g CO,, 0,0560 g H,0. 
0,1110 g BS » 8,2 ecem N (16°, 724 mm). 
C,,H.0,N, (360) Ber. 60,00%, C 5,559, H 7,78 %y N. 
Gef. 59,62 5,37 8,30 








Proteinstudien. III. 


Versuche iiber fermentativen Abbau des Seidenfibroins. 


r 
Von 


F. Wessely. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Faserstofichemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Januar 1924.) 


Aus der Réntgenuntersuchung des Seidenfibroins durch 
R. Brill?) folgt, daB das Produkt aus mindestens einer krystalli- 
sierten Verbindung besteht, die mit amorphen vergesellschaftet 
ist. Héhnel?) hatte bei der Untersuchung verschiedener Seiden 
sefunden, daB der Faden ,,aus festeren Fibrillen besteht, die 
in eine weichere Grundmasse eingebettet sind“. Die Annahme 
liegt nahe, daB Héhnels ,,Fibrillen* mit dem krystallisierten 
Kérper identisch sind oder wenigstens zum grofen Teil aus 
diesem aufgebaut sind. Héhnel hat auch angegeben, daB die 
Grundmasse gegen aufliésende macerierende Mittel wie Chrom- 
siure weniger bestiindig sei, als die Fibrillen. Es soll ver- 
sucht werden, die verschiedene chemische Reaktionsfihigkeit 
zur Zerlegung der verschiedenen Anteile des Seidenfibroins zu 
benutzen. Die vorliegende Arbeit stellt einen ersten Versuch 
dar, von diesem Gesichtspunkte aus den fermentativen Angriff 
des Seidenfibroins zu studieren. Zu diesem Zwecke wurde 
zunichst versucht, das Fibroin einem fermentativen Angriff 
zuginglich zu machen, da es in der aus der Seide direkt ge- 
wonnenen Form, wie bekannt, einem solchen widersteht.*) 


) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 434, S. 2 (1923). 

*) Héhnel, Mikroskopie der techn. verwendeten Faserstoffe 1887, 
S. 202 u. f. 

*) Vgl. aber Hubbard, Jl. of the Am. Chem. Soc. Bd. 38, S. 2032 
(1911), 
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Lést man Fibroin méglichst schnell in kalter, konzen. 
trierter Salzsiiure und neutralisiert diese Lésung wieder rasch 
mit NaOH unter starker Kihlung, so erhalt man eine schwach 
opalescierende, kolloide Liésung.') Aus ihr ist das Fibroin 
z. B. mit Alkohol und Ather quantitativ fallbar. Auch Schiittely 
oder starkes Riihren bewirkt Ausflockung. Das Fibroin scheidet 
sich dabei in Form kleiner Fadchen aus, die beim Trockner 
eine harte, spréde Masse bilden. Die Fiallung ist sehr voll. 
stindig, denn der Riickstand betrigt weniger als 1°/, der in 
Lésung gebrachten Substanz und gibt nur ganz schwach die 
Biuret- und die Millonsche Reaktion. Unter bestimmten 
Bedingungen erhilt man auch lingere Faden, die sich unter 
dem Polarisationsmikroskop als doppelbrechend  erwieseu. 
Roéntgendiagramme lieBen sich mit diesen Fiden nicht erhalten, 
Ks ist bis jetzt nicht gelungen, stirkere als 1,5 °/,ige Lisungen 
herzustellen, die einigermafen stabil waren. Bei héher kon- 
zentrierten Lésungen tritt sehr bald Flockung ein. Es be- 
steht in vielen EKigenschaften, vor allem in den Flockungs. 
erscheinungen eine grofe Ahnlichkeit mit den Liésungen des 
Spinndriiseninhaltes, wie sie von Foa?), Hirazuka*) unter- 
sucht wurden. 

Ob die Dispergierung chemischer oder physikalischer Natur 
ist, kann zuniichst nicht entschieden werden. ‘Tiefgreifende 
chemische Veriinderungen durch Hydrolyse diirften in der kurzen 
Zeit der Auflésung und Neutralisation (5 Minuten) nicht eintreten. 

Die so erhaltene Lésung wurde, nach der Dialyse bis zur 
Cl-Freiheit, der Wirkung von Fermenten ausgesetzt. Im 
Dialysat war kein Kiwei8 nachzuweisen. Wiahrend der Dialyse 
war die Fibroinlésung mit Toluol iiberschichtet. 

Kinwirkung von Trypsin. Ferment: Pankreatinum akti- 
vum Merck. Verfolgung der Verdauung durch Formaltitration. 
100 ccm Fibroinlésung, enthaltend 1 g Fibroin, wurde mit 





1) Vgl. R. O. Herzog und M. Kobel, Proteinstudien. II. Diese 
Zs. Bd. 134, 8, 296 (1924). 

*) Foa, Kolloid-Zs. Bd. 10, 8. 7 (1911). 

8) Hirazuka, The Bulletin of the Imperial Sericultural Experi- 
ment Station, near Nakano, Tokyo. Vol. 1, No. 2 (1918). 
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95 ccm Fermentlésung, hergestellt durch Auflésen von 0,5 g 
Fermentpriparat in 25 com Wasser, vermischt. In dem Ge- 


 samtvolumen wurde soviel Na,CO, gelést, daB der Gehalt an 


diesem 0,5°/, betrug. Diese Lésung wurde mit Toluol iiber- 
schichtet und bei 34° im Brutschrank belassen. Zur Formol- 
titration wurden je 10 ccm entnommen und in der iiblichen 
Weise mit n/5-Ba(OH), titriert. 














Zeit der Fermenteinwirkung in Stunden 
SEE cee , 
Oo | 1% 0 | 70 | 90 
Mit ungekochtem Fer- | | 
ment I 1,67 1,87 1,92 193 | 205 
Mit gekochtem Fer- 
= ee 1,75 1,77 1,79 1,78 | 1,80 
Zuwachs an Amino-N | | 
inmg beil .. . — 7 8,7 8,7 | 13,3 
Zuawachs an Amino-N | 
2 rr — 0,7 | 1,4 a ieee 


Die Zahlen der zwei ersten Horizontalreihen bedeuten ccm 


| n/5-Ba(OH),. Sie sind mit 12,5 x 2,8 zu multiplizieren, um den 


Zuwachs an Amino-N in mg zu finden. Die Werte, die bei der 
Titration nach einer Spaltungszeit 50 und 70 Stunden gefunden 


| werden, bleiben konstant. Es entsteht im Laufe der ersten 


24 Stunden ein gallertiger Niederschlag, der 20—30°/, des 
Trockenrickstandes der reinen Fibroinlésung ausmacht. Filtriert 
man von diesem ab und fiigt neues Ferment (25 ccm der obigen 
Lisung) hinzu, so geht die Verdauung, wenn auch langsamer, 
weiter, wie die in der letzten Kolonne kursiv gedruckten Zahlen 
zeigen. Anscheinend wird durch die Fallung Ferment adsorbiert. 
Die Kontrollésung koagulierte erst nach 10 Tagen zu einer 
Gallerte (Gewicht des Koagulums: 92°/, des Fibroins), so daB 
die erstere Fallung der Fermenteinwirkung zuzuschreiben ist. 
Untersuchungen iiber die Griinde der Fallung und iiber die 
Natur der entstandenen Kérper habe ich nicht angestellt. 
Der N-Gehalt ist 18,2°/,, also dem des Fibroins gleich.') Aus 





1) Sericoin? s. Weyl, Chem. Ber. Bd. 21, S. 1407 (1888). 
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der vom Niederschlag abfiltrierten Verdauungslésung ist mit 
50 °/,igem Alkohol nichts mehr fallbar. 

Nach Feststellung der Verdaulichkeit der Fibroinlésung 
wurden gréBere Mengen (60 g) Fibroin gelést und bis zur 
Konstanz des formoltitrierbaren Stickstoffs 3 Wochen (ohne 
Filtration des Niederschlages) verdaut. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, gewaschen, das Filtrat und die Waschwiisser 
des Niederschlages auf ein kleines Volumen konzentriert. Hine 
Ausscheidung von T'yrosin wurde nicht beobachtet. Die Lisung 
wurde mit Phosphorwolframsiure gefillt, Filtrat und Nieder. 
schlag in der iiblichen Weise behandelt; es ergaben sich 10° 
an nicht fillbarem Produkt vom N-Gehalt 10,5°/,. Die Zer. 
legung des Niederschlages lieferte 50 °/, des Trockenriickstandes 
der Fibroinlésung vom Stickstofigehalt 19,1°/,. Es war 10°), 
Verlust eingetreten, wahrscheinlich bei der Aufarbeitung der 
Phosphorwolframsiurefallung. 

Kinwirkung von Pepsin. 1 g Seide wurde wie bei den 
Versuchen mit Pankreatin in 100 ccm gelést und mit 0,2 ¢ 
Pepsin ,,Witte* in 25 ccm H,O versetzt. Das Gemisch ent- 
hielt soviel Salzsiure, daB es 0,1 normal war. Auch bei 
Pepsinwirkung konnte deutliche Verdauung festgestellt 
werden. Auch hier entstand eine Fiillung im Laufe des ersten 
Tages, die 30°/, der Trockensubstanz der Fibroinlésung aus- 
machte. 

50 °/, Alkohol bewirkte nach der Verdauung keine Fillung 
mehr. Die Kontrollésung mit gekochtem Ferment koagulierte 
bei diesem Versuch schon bei 12 stiindigem Stehen bei 34’, 
es lag also eine minder stabile kolloide Fibroinlésung vor. 
Es wurde nur qualitativ festgestellt, daB die Kolloidlésung in 
schwach alkalischem Medium bestindiger ist, als in neutraler 
und schwach saurer. Uber die Aufarbeitung der Verdauungs- 
gemische und ihre Zerlegung soll spiter berichtet werden. 


Die vorliegenden Versuche zeigen, daB das in Wasser 
dispergierte Fibroin unter den angegebenen Bedingungen an- 
gegriffen wird. Es werden bei geringer Zunahme an Amino-N 
nur wenig Produkte gebildet, die durch Phosphorwolframsaure 
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nicht fallbar sind. Es scheinen Bindungen gelést zu werden, 
die sich nicht oder nur sehr wenig in einer Zunahme des 
Amino-N zu erkennen geben, aber mit deren Lésung weit- 
cehend die kolloiden Kigenschaften der Fibroinlésung ver- 
schwinden. Ob die neu entstandenen Komplexe langerer Fer- 
menteinwirkung zuginglich sind oder nicht, miissen weitere 
Versuche entscheiden. Aus den bis jetzt vorliegenden, zur ersten 
Orientierung dienenden Daten lassen sich keine weitergehenden 
Schliisse ziehen, vor allem kann man nichts dariiber aussagen, 
welcher Bestandteil des Fibroins zuerst angegriffen wird. Es 
wird die Aufgabe weiterer Versuche sein, eine Charakterisierung 
der Spaltprodukte durchzufiihren und den Angriff anderer 
Fermente, sowohl auf Fibroin, als auch auf Verbindungen zu 
untersuchen, die als Bestandteil des Seidenkrystalls in Frage 
kommen, so vor allem auf Glycyl-d-alaninanhydrid. In dieser 
Richtung wurde bei Vorversuchen an Diketopiperazinen (Gly- 
cinanhydrid, Glycyl-alaninanhydrid), die der Einwirkung der 
bei den beschriebenen Versuchen verwendeten Fermente unter- 
worfen wurden, keine klaren und eindeutigen Resultate er- 
halten. Es scheint, da8 die Fermente keine Spaltung hervor- 
rufen.') 





') Vel. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 47, S. 159 (1906); Bd. 55, 


‘ 


S. 384 (1908); Bd. 57, S. 325 (1908), der eine Aufspaltung von An- 
hydriden beobachtete. 
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Proteolytische Enzyme in der Thymus. 
Von 
George Widmark. 


(Aus dem Laboratorium fir physiol. Chemie in Uppsala.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1924.) 


Seitdem Salkowski}) im Jahre 1890 seine Autolysever- 
suche publizierte, war das Interesse fiir die histogenen Enzyme 
in stiindigem Zunehmen begriffen. Die vorliegende Arbeit 
schlieBt sich an die von Hedin und seinen Schiilern an ali. 
reichen Organen ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Wir- 
kungen der eiweiBspaltenden Enzyme an. Die Methode ist in 
der Hauptsache die von Hedin ausgearbeitete und angewendete, 
Proteolytische Wirkungen der Thymus wurden schon friiher 
von Kutscher, Conradi*?), Jones und Rhodin studiert, 
Kutscher*) fand bei seiner Arbeit mit der Thymonuclein- 
siure, wobei Kilberthymus als Material diente, ein proteoly- 
tisches Knzym, welches, wie er annahm, von_,,tryptischer' 
Natur war. Jones‘) wies ein in der Thymus vorhandenes 
Enzym nach, welches auf die Nucleoproteide der Driise ein- 
wirkte und diese u. a. unter Bildung von Phosphorsdure und 
Xanthinbasen spaltete. Rhodin 5) fand in voller Uberein- 
stimmung mit der friiher von Hedin‘) gemachten Beobachtung, 





1) Zs. f. klin. Med., 17. Suppl., S. 77 (1890). 

*) Beitr. z. chem. Phys. u. Path. Bd. 1, zitiert nach Kutscher. 
°) Diese Zs. Bd. 34, S. 114 (1901—02). 

*) Am. Jl. of Phys. Bd. 10, S. XXIV (1904). 

°) Diese Zs. Bd. 75, S. 197 (1911). 

°) Upsala Likaref. Foérh., Festskrift for O. Hammersten (1906). 
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daB direkte Proteolyse in einer sauren Fliissigkeit bedeutend 
' stirker ist als in einer alkalischen oder neutralen. Dies gilt 
' auch fir die aus dem Organe dargestellten Enzymlésungen. 


Eigene Untersuchungen. 


Als Material fiir die im folgenden zu beschreibenden Ver- 
suche wurde Thymus vom Kalb verwendet. 

Die in einer Fleischmiihle zerkleinerte frische Thymus- 
substanz wurde in zwei gleiche Portionen 4 und B geteilt 
und zu jeder der beiden wurde die doppelte Gewichtsmenge 
destillierten Wassers zugesetzt. JB wurde auberdem mit 2°/ iger 
Essigsiiure (1 Vol. auf 10 Vol. Wasser) versetzt. Nach Zusatz 


- yon Toluol und Chloroform wurden beide Portionen 24 Stunden 
‘lang im Thermostaten bei 37°C. verwahrt, worauf B un- 


' mittelbar filtriert wurde. Zu der Portion 4A wurde Siiure in 
| dem gleichen Mengenverhiiltnis wie friiher zu B zugesetzt, worauf 
_diese Probe noch weitere 24 Stunden bei 37° verwahrt und 
‘dann filtriert wurde. Die beiden Filtrate 4 und B wurden 


'gemessen und 3 Tage lang gegen flieBendes Wasserleitungs- 
' wasser dialysiert, worauf sie bis zu den proportionalen Volumina 
_ der urspriinglichen Filtrate mit Wasser verdiinnt wurden. Diese 
' Lisungen (im folgenden Lésung 4A und B genannt) werden 
‘ dann zu Digestionsversuchen verwendet. Der Riickstand auf 
den entsprechenden Filtern wurde gesammelt, sorgfiltig mit 
_ Wasser gewaschen und darauf ein paar Tage lang im Thermo- 
| staten bei 37° mit 5°/,iger NaCl-Lésung extrahiert. Das 
j Filtrat wurde mit 20 g Am,SO, auf 100 ccm Fliissigkeit ver- 
setzt. Der entstandene Niederschlag wurde durch Zentri- 
_ fugieren von der Lisung geschieden, in ein wenig Wasser auf- 
' geschwemmt und einer dreitiigigen Dialyse unterworfen, worauf 


er in einer méglichst geringen Menge 0,1 n-NaOH gelést wurde. 


| Diese Lésung, im folgenden NaCl-Extrakt genannt, wurde zu 
den Digestionsversuchen verwendet. 


Als Substrate kamen bei der Digestion zur Anwendung 


| enerseits eine Caseinlésung (20 g Hammerstens Casein + 


400 com dest. Wasser +- 100 ccm 0,1 n-NaOH), andererseits 
eine Peptonlisung (20 g Wittes Pepton wurde in 500 ccm 
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dest. Wasser gelist, mit einigen Tropfen HCl neutralise, F 
darauf 3 Tage lang gegen flieBendes Wasserleitungswasser dialy. 
siert, gekocht, filtriert und auf 650 ccm verdiinnt). 

Der Wirkungsgrad der Enzymlésungen wurde in folgende 
Weise bestimmt. Man lieB ein bestimmtes Volum 3 Tage lang 
bei 37° auf das Substrat einwirken; dann wurde mit einen 
gegebenen Volumen Gerbsiurelésung (100 g Gerbsiiure + 50 » 
NaCl + 50 g Natriumacetat + 50 ccm Kisessig auf einen Liter 
Lésung) gefillt. In einem bestimmten Volumen des Filtrates 
wurde die Stickstoffmenge nach Kjeldahl bestimmt. In 
folgenden wurde als Ma8stab fiir die Enzymwirkung die Ap. 
zahl Kubikzentimeter 0,1 n-Siure verwendet, welche erforder. 
lich war, um den iiberdestillierten Ammoniak zu _neutrali 
sieren. 


Versuche mit den Losungen 4 und JB. 


Die Wasserstoffionenkonzentration, auf elektrometrischen 
Wege bestimmt und durch py ausgedriickt, war fiir 4 vor der 
Dialyse uugefahr 5,6 und nach der Dialyse 8,3, fiir B 5,72 
bzw. 8,61. Die Zusammensetzung der Proben war folgende: 
10 com Enzymlésung 4 (bzw. B) + 25 ccm Casein (bzw. Pepto! 
+ die angegebene Menge Siure oder Alkali. Es wurde soviel 
Wasser zugesetzt, daB alle Proben das gleiche Volumen er- 
hielten, Die N-Menge wurde in 40 ccm Gerbsiiurefiltrat be- 
stimmt; die Kontrollwerte, welche mit durch Kochen zerstirter 
Enzymlésung erhalten wurden, sind abgezogen. 


Mit Casein als Substrat. 
Tabelle I. 


A B 
os SS ee are 0,5 1,5 
ee ee ee ae 
se eeu) . ocncs'< ewe ae 





Nach diesem orientierenden Versuche wurden die folgen- 
den Serien mit der Lisung B angeordnet, um wenn miglich 
ein bestimmtes Maximum fiir die Enzymwirkung zu erhalten. 
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- Tabelle II. 7 
oO re a 
* ee ee ee ee 1B 
ler a Te ee ce 
ng : 2 3° 33 . . . . . . . . . 0,7 
P 4 gee ew be te ee 1,5 
hh Fe : : s 
id ‘ RP eee eee 1,5 
°F eo BS ee ee ee ee 2,5 
; Bs : 
et a - -—_* is Ce ee ee eee 1,0 
es — » ‘a ee ee ee 0,5 
_ at 
: Labelle III (micht vom gleichen Material wie II). 
ll: 
— 5 eee Ce — 3) 
. t & i? Veale ua ee ee 
-_ ER Pata es 
‘ eg) re ae 
: ey » s4xc cares SP ae 
q Sk & sk we ee eee ee 4 
u —& Mit Casein als Substrat wurde also ein bei saurer Reaktion 


er [EP (py etwa 5,6) am stiirksten wirksames Enzym (oder eine Enzym- 
2 mischung) erhalten. Im allgemeinen erhielt man in voller 
e [F Ubereinstimmung mit friiher gemachten Beobachtungen eine 
stiirkere Wirkung in der Lésung B, welche unmittelbar mit 
| Siiure behandeltes Enzym enthielt. 


_ Mit Pepton als Substrat. 
tT : Tabelle IV. 





A B A 
eee ete). 6 a se we ee 5,0 cf y 
Pees & eS ee Owe Se ee 5,5 4 
SU OSes). 2 sc ew ee ee 2,5 a 
Tabelle V. 7. 
A B # 
Se Ole) ces we ee RR 2,5 i 
1 ‘s ee ce a ee 2,8 a 
eee ee 3,0 
eg. a ee ° 3,0 
i ss “x 1,0 1,5 
h Q — 
Le 


') — gibt an, daB keine Digestion stattgefunden hat. 
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Zwei Digestionsserien, welche mit der Lésung B in dep 
beiden Fallen aus verschiedenem Material bereitet, ausgefiihr, 
wurden, ergaben folgende Ziffern. 


Tabelle VI. 


3 NaOH (0,1 n.) . ras 2,8 

2 ‘s me ae ee ee ee 4,5 5,0 

1 - - e <6 3 ae aie & 5,0 6,0 

H,O Sa te SoS a OS cee ae 6,0 6,5 PH = 7.68 
1 HCl en ne 2,0 4,5 

i” ae 9 ee: ied Dab Gees oe SAG 1,0 3,5 

3 1,0 3,5 


Mit Pepton als Substrat wurde also ein deutliches Mazi. 
mum bei einem p,,-Werte von ungefahr 7,6 erhalten. Im Gegen. 
satz zu den vorhergehenden Versuchen scheint hier die Lisung 4 
eine starkere Wirkung zu haben als die Liésung B bei alka. 


lischer Reaktion. 
NaCl-Extrakt. 


Mit Casein als Substrat wurden 12 Digestionsserien (von ver- 
schiedenem Material) untersucht; von diesen ergaben jedoch zwei 
ein negatives Resultat. Spiitere Versuche haben jedoch ergeben, 
daB dies auf einer allzu groBen Vorsichtigkeit bei der Auflésung 
der im Dialysate aufgeschwemmten Fiillung beruhte, wobei das 
Enzym (oder die Enzymmischung) nicht in die Lésung mitkam. 
Was diese Versuche betrifft, so wurde die stiirkste Wirkung bei 
alkalischer Reaktion mit einem p,,-Wert von 7,8—7,9 erhalten. 
Was in diesem Falle besonders interessant ist, ist die kriiftige 
Digestion innerhalb eines sehr scharf begrenzten Gebietes, wie 
aus den folgenden T'abellen hervorgeht (Tab. VII—IX). Diejenigen 
Proben, fiir welche keine Ziffer angegeben ist, ergaben keine nach- 


weisbare Wirkung. 
Tabelle VII. 


5 NaOH (0,1 n.) . 0,2 
4 " ae ; a 
3 és - . ae Oe te ae a o — 
2 re — 
1 i ‘ie ae oe be oe 32,0 PR = 7,8 
Se er ce a a ee ee oe -~ 
Se ea. Cs BO ESS — 
Boss at dk eae ee ee 
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Tabelle VIII. 


NaOH (0,1 n.) . 
BR te 
HCl (0,2 n.) . 


s* 


to = fe be 


Tabelle IX. 


NaOH (0,1 n.) . 
HCl (0,2 n.) . 


” 


2 
1 
H,O 
1 
2 


Der gleichen Menge von NaOH in diesen Reihen ent- 
_ spricht nicht der gleiche p,,-Wert, was aus der Darstellungs- 


' methode fiir diese Enzymlésung hervorgeht. 
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neue Versuchsserie nach der alkalischen Seite hin 





Bei der Darstellung dieser Enzymlésung kam in einem 
| Falle eine andere Methode zur Anwendung. Statt mit Am,SO, 
'm. fallen, wurde dieses zu dem 400 ccm erreichenden Na(Cl- 


Tabelle X. 
2 NaOH (0,1 n.) . 
1 9 9 
BO .. 
1 HCl 0,2 n.) 
2 


3? ” 


Da ein Maximum nicht erhalten wurde, 


Tabelle XI. 
5 NaOH (0,1 n.) 


? ”? 


3,2 
4,8 
9,0 
5,8 
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27,4 


2,7 
0,6 


_ Extrakt zugesetzt und 3 Tage lang dialysieren gelassen. 
-dabei entstandene Fillung wurde durch vorsichtigen Zusatz 
' von Essigsiiure vermehrt, in gewohnlicher Weise durch Zentri- 
fugierung abgeschieden und in einer méglichst geringen Menge 
; von 0,1 n-NaQH gelést. Folgende Saiuren wurden aufgestellt. 


Die 


6.0 
5,5 
5,8 
2,0 
0,8 
so wurde eine 
aufgestellt. 
Pu = 9,4 
Pa = 8,8 


Pu = 7,9 
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Der Maximalwert war also bei diesem Falle mehr nach 
der alkalischen Seite hin verschoben als bei den frither be. 
schriebenen Versuchen (p,, = 8,8). Gleichzeitig trat die scharfe 
Begrenzung bei diesem Versuche nicht so deutlich hervor wie 
bei dem vorhergehenden. Wahrscheinlich sind in diesem Falle 
andere Enzyme mitgekommen oder auch folgte die Enzyn. 
mischung in anderen Proportionen mit als friher. 

Aus dem im Vorstehenden Angefiihrten diirften folgende 
Schliisse gezogen werden kénnen: 

1. In der Thymus ist ein Enzym (oder eine Enzyn- 
mischung) vorhanden, welches seine stirkste Wirkung bei einen 
p,-Wert von ungefihr 5,6 entfaltet. Die Abnlichkeit zwischen 
diesem Enzyme und den von Hedin in der Milz gefundenen 
und §-Protease genannten’), ferner in den Lymphdriisen?) und 
der Niere *), sowie von Zachrisson in der Leber‘) nach. 
gewiesenen Enzymen oder Enzymmischungen ist auffallend. 

2. Wurde ein auf Pepton bei einem p,-Wert von u- 
gefahr 7,6 am stirksten wirksames, erepsinihnliches Enzym 
nachgewiesen, vergleichbar mit den in der Milz'), der Niere’, 
den Lymphdriisen*) und der Leber*) nachgewiesenen Enzymen 
oder Enzymmischungen. 

3. Was das dritte in der Thymus nachgewiesene Enzym 
betrifft, dessen maximale Wirkung bei einem py-Wert von 
ungefihr 8 lag, so ist eine gewisse Ubereinstimmung mit dev 
in der Milz*) und in den Lymphdriisen*) nachgewiesenen 
Enzymen vorhanden; dagegen findet sich kein diesem ent- 
sprechendes Enzym in der Niere*) und in der Leber*) vor. 





*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 54, S. 177 (1922). 

2) Diese Zs. Bd. 125, S. 289 (1923). 

3) Diese Zs. Bd. 122, S. 307 (1922). 

*) Upsala Likaref. forhandl. Bd. 28, 8. 333 (1923). 
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Zur Kenntnis des Ricins. 
Von 


p. Karrer, A. P. Smirnoff, H. Ehrensperger, J. van Slooten 
und Max Keller. 





(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Februar 1923.) 


1. Einleitung und Gewinnung von Ricin. 
Die Geschichte der Ricinforschung ist in neuerer Zeit 


| wiederholt dargestellt worden.') Sie zeigt, daB dieses Gebiet, 
' wie kaum ein anderes, reich ist an Widerspriichen. 


Die reinsten bisher erhaltenen Ricinpriparate diirften die- 


; jenigen von Th. B. Osborne, L.B. Mendel und J. F. Harris?) 
'gewesen sein. Diese Autoren fiihrten die Extraktion der 
| RicinuspreBkuchen mit 10 °/,iger Kochsalzlésung aus; zur Aus- 
' fillung der Hauptmenge des neben Ricin in Lésung gegangenen 


Globulins wurde die Kochsalzextraktion der Dialyse unter- 


' worfen, das ausgeschiedene Globulin abgetrennt und das Ricin 
' aus der Lisung mit Ammonsulfat ausgesalzen. Zur weiteren 
| Reinigung ist dieses Priparat nochmals in Wasser gelést, die 
| Lésung dialysiert und nach der Filtration das Ricin durch 


1!) Z.B. M. Jacoby u. E. P. Pick in Kraus-Levaditi, Handb. 


der Immunititsforschung Bd.1, S. 311—314, 393 ff, 487, 512ff., 527 


(1908); Oppenheimer, Handb. der Biochem., Jena 1910, Bd. 2, Teil I, 
S. 277 u. 399: Abderhalden, Biochem. Handlexikon Bd.V, 8. 531 
(1911) und Ergiinzungsbd. IT, $8.5; Kobert, Landwirtschaftliche Ver- 
suchsstation Bd. 79, S. 97 (1913). 
*) Am. Jl. of Physiol. Bd. 14, S. 259 (1905). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 9 
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Ammonsulfat wieder ausgefallt worden. Von ihrem giftigste, 
Praparat scheinen Osborne, Mendel und Harris 11,9¢ 
vom zweitgiftigsten 23,9 g dargestellt zu haben. 

Wir benutzen zur Gewinnung unseres Rohricins dieselle 
Methode und stellten uns im Laufe der Jahre davon iiber 2 ky 
her. Bei einer Toxicitit von 0,005—0,003 mg pro kg Kaninchey 
wire diese Menge zur Abtétung von 500 Millionen Kil 
Kaninchen ausreichend gewesen. Beim Arbeiten mit solchen 
Mengen hochtoxischer Stoffe ist selbstverstaindlich gréBte Vor. 
sicht geboten und Schutz von Nase und Mund durch Maskey 
unerliBlich. Indiosynkrasie gegen Ricinstaub oder Beriihrung 
von Ricin, wie sie E. Alilaire?’) beschreibt, ist in unserem 
Laboratorium nicht beobachtet worden. 

Die fortschreitende Reinigung der Ricinpriparate wird 
durch Toxicititsbestimmungen am Kaninchen verfolgt, denn 
ob ihre Agglutinationsfihigkeit fiir rote Blutkérperchen, an 
deren Verwendung zu Kontrollzwecken man ebenfalls denken 
kénnte, der Giftigkeit immer parallel geht, ist noch umstritten.’ 
Die Toxicitaitsbestimmungen sind von Herrn Prof. Silber- 
schmidt (Ziirich) ausgefiihrt worden, wofiir wir ihm auch hier 
wirmstens danken méichten. 

Fast immer wurde die Ricinlésung intravenés injiziert; 
man erreicht dadurch — wie wir zeigen werden — eine auber- 
ordentliche Konstanz in den letalen Dosen. Darin erblicken 
wir einen Vorteil gegeniiber der subcutanen Applikation, die 
z.B. Osborne, Mendel und Harris ihren Versuchen zugrund 
gelegt haben. Grobe Toxicititsunterschiede konnten zwischen 
intravenéser und subcutaner Anwendung nicht festgestellt 
werden.’) 

Das beste Priiparat von Osborne, Mendel und Harris 
soll in der Dosis 0,0014 mg pro kg Kaninchen nach 8, i 





') Ann. Inst. Pasteur Bd. 28, S. 605/7. 

#) A. Cushny, Arch. f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 41, 8. 442 (1598): 
Fr. Miller, ebenda Bd. 42, S. 320 (1899); M. Jacoby, Hofmeister: 
Beitr. z. chem. Physiol. u. Path, Bd. 2, S. 335 (1902). 

3) Eines unserer Ricinpriiparate zeigte z. B. bei subcutaner und 
intravenéser Einwirkung folgende Giftigkeit: 
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der Dosis 0,0005 mg nach 7 Tagen letal gewirkt haben. Vom 
zweitbesten Praparat fihrten 0,1 mg innerhalb 21 Stunden, 
),006 mg gar nicht und 0,0014 mg innerhalb 19 Tagen zum 
Tode. ,,Solche Bestimmungen koénnen jedoch nicht als quan- 
titative betrachtet werden, sondern sollen nur ungefihr die 
auBerordentliche Giftigkeit dieser Priiparate und ihre relative 
Wirksamkeit im allgemeinen erweisen“ (Th. Osborne.!) Wir 
haben zwischen erfolgter intravenéser Injektion und Exitus 
nie so lange Zeitriume beobachten kénnen. Dosen, die inner- 
halb 4 Tagen fiir das Kaninchen nicht letal wirkten, fihrten 
in keinem einzigen Fall spiter zum Tode. Das kann an der 
Kaninchenrasse oder an der intravenédsen Applikation liegen; 
méglicherweise haben aber bei einzelnen Kaninchen der 
Osborne-Mendel-Harrisschen Versuche andere Ursachen 
mitgeholfen, den Tod der Tiere nach langerer Zeit herbei- 
zufiihren; so ist es schwer verstiindlich, wie 0,0014 mg in 
19 Tagen zum Exitus, 0,006 g desselben Praparates aber nicht 
mm Tode fiihren. 

Aus den weiter unten mitgeteilten Protokollen ist zu er- 
sehen, mit welcher Konstanz die Toxicitét aller unserer guten 
Ricinpraparate fiir Kaninchen bei 0,005—0,003 mg pro kg Tier- 
gewicht liegt und wie regelmiBig und gleichartig die Vergiftung 
bei den Tieren abJauft. Wir kénnen uns daher des Kindrucks 
nicht erwehren, daB damit eine vorlaufige Toxicitiitsgrenze fiir 
die verwendete Kaninchenrasse erreicht ist. 


2. Reinigung des Ricins. 


Die Ricinpraparate, die nach den vorstehenden Angaben 
gewonnen waren und eine Toxicitét von 0,005—0,003 mg 


subecutan. 
0,01 mg pro kg Kaninchen wirkt letal nach 68 Stunden 
0,005 .. ,, ‘ a ae 
OCG ss ' - - » 96 
0.002 ., ., titet nicht, 

intravend6s. 
0,005 mg pro kg Kaninchen wirkt letal nach 42 Stunden 
0,003 ,, 4, ‘a tétet nicht mehr. 

") Ergebnisse der Physiologie Bd. 10, S. 162 (1910). 
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pro kg Kaninchen aufwiesen, sollten einer weiteren Reinigung 
entgegengefiihrt werden. Wir wihlten dazu Adsorptionsyer. 
fahren, wie sie schon seit lingerer Zeit zur Isolierung un 
Trennung hochmolekularer Stoffe in Anwendung sind. 

Als erstes Beispiel einer Toxinadsorption haben Roux 
und Yersin') die Bindung des Diphterietoxins an Calcium. 
phosphat beschrieben und Vaillard und Vincent?) haber 
wenig spiiter Tetanustoxin auf Calciumchlorid und Aluminium. 
phosphat niedergeschlagen. DaB auch Ricin durch Nieder. 
schliige mitgerissen wird, hat zuerst Stillmark*) festgestellt 
und Cushny*) wies besonders eindringlich darauf hin, dab es 
von den verschiedensten EiweiBarten adsorbiert werden kann. 
Auch Gehirn-*), Leber-*), Nierenzellen®) u. a., Bariumcarbonat, 
Fibrin, Seide, Kaolin, Kreide, Tierkohle*) vermégen Ricin 
durch Adsorption zu binden. 

Aus solchen Adsorbaten liBt sich das Ricinusgift wieder 
eluieren. Schon im Jahre 1902 hat Rehu’) an rote Blut & 
kérperchen gebundenes Ricin durch Zusatz von Antiricin wieder 
abgelést und festgestellt, dab im eluierten Toxin die giftige. 
agglutinierende und immunisierende Komponente erhalten ge- 
blieben waren. K. Landsteiner’) und v. Liebermann’) be- 
nutzten spaiter zum Ablésen des Ricins von den roten Blut- 
kérperchen verdiinnte Salzsiure und George Reid!%) wies 
nach, da an Hirn-, Leber-, Milzzellen haftendes Ricinusgitt 
zwar nicht durch Wasser oder Kochsalzlésung, wohl aber durch 
verdiinnte Salzsiiure eluiert werden kann. 





‘) Ann. de l'Institut Pasteur Bd. 3, 8. 273, 284 (1889). 

*) Compt. rend. soc. biol. Bd. 42, S. 634 (1890). 

*) Arbeiten des pharmakolog. Instituts Dorpat Bd. 3, S. 58. 

*) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 41, S. 439 (1898), 

5) Lau, Diss. Rostock 1901; vgl. auch Michaelis u. Steindorff, 
Biochem. Zs. Bd. 2, 8. 43 (1907). 

6) Landsteiner u. Stankovit, Zbl. f. Bakt. Orig. Bd. 41, 5. 10s 
(1906); Bd. 42, S. 353 (1906). 

‘) Compt. rend. soc. biol. Bd. 54, S. 212 (1902). 

‘) Miinch. Med. Wochenschr. 1904, Nr. 27. 

*) Arch. f. Hygiene Bd. 62, 8. 280ff. (1907). 

10”) Landwirtschaftl. Versuchsstationen Bd. 82, S. 396 (1913). 
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Rags stg 


8 : In fast allen diesen Fallen war der Nachweis der Ricin- 

adsorption und Elution ein qualitativer, und wo der Versuch 

d d quantitativer Auswertung gemacht ist, mangelt es an der hier 
' notigen Genauigkeit. Ob im Adsorptionsverfahren die Giftig- 

. a keit des Ricins eine Steigerung oder Schwichung erfahrt, ist 

3 " unbeobachtet geblieben, indem das eluierte Ricin nicht mehr 

° : in Trockenform gebracht worden ist, was erst den Vergleich 

* BF wit dem Rohricin in bezug auf den Gehalt an aktivem Prinzip 

: ‘ ermoglicht hitte. 

-_ 

. 1 a) Verhalten des Ricins gegen Kaolin. 

. Zu den Versuchen wurde ein Ricinpriparat benutzt, das 


| — die Laboratoriumsbezeichnung / und die Toxicitiit 0,005 mg 
1 & pro kg Kaninchen (intravenés) hatte. 

10 g davon wurden in 500 cm® Wasser gelést und 4 mal 
' ® nacheinander mit je 5g Kaolin 3/, Stunde turbiniert. Die 

' anfangs braunlichgelbe Ricinloésung ist schon nach der ersten 
-_ Behandlung mit Kaolin fast farblos und klar geworden und 
‘indert sich durch die drei folgenden Kaolinbehandlungen nicht 
mehr. Jedes Kaolinadsorbat wird fiir sich abgenutscht und 
‘ @ zur Elution des Ricins mit 50 cm? 10°), iger Binatrium-phos- 
-@ phatlésung behandelt. Die filtrierten Loésungen wurden in 
°F 5tigiger Dialyse phosphatfrei gemacht und hierauf im Vakuum 
' & bei 40° eingedunstet. — Auch die Flissigkeit, die das nicht 
1 & adsorbierte Ricin enthielt, wurde in analoger Weise zur Trockne 
| gebracht. 

Aus der folgenden Zusammenstellung, die iiber Ausbeute 
und ‘Toxicitiit dieser Ricinfraktionen Auskunft gibt, ersieht 
man, daB Kaolin aus dem Rohricin nur einen sehr kleinen 
Anteil adsorbiert; dessen Toxicitiit ist 10—20 mal geringer 




















Ricin aus Ausbeute | Aussehen Toxicitit 
: |. Kaolinadsorbat 0,15 g gelblich |+'/,,mg, ?/;)mg tiberlebt 
' 2. Kaolinadsorbat 0,05 g fast farblos — 
E 3. Kaolinadsorbat | sehr wenig " " —~ 
; 4. Kaolinadsorbat | sehr wenig n ” —- 
7 Nicht adsorbiert 8,0 g ‘ T *eop ME 


| 
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als diejenige des Ausgangsstoffes Ricin #. Die an Kaolin 
nicht adsorbierte Ricinfraktion hat ungefiihr dieselbe Giftigkeit 
wie das nicht fraktionierte Ricin HF. 


b) Verhalten des Ricins gegen basisches Aluminium. 
sulfat. 


Als ein recht brauchbares Adsorptionsmittel hat sich ein 
basisches Aluminiumsulfat!) erwiesen, das man erhiilt, wenn zu 
einer Aluminiumsulfatlésung so lange tropfenweise Ammoniak 
zugefiihrt wird, bis die Reaktion der Fliissigkeit auf Lackmus 
eben neutral wird. Das ausgefallene basische Aluminium. 
sulfat wird sehr gut gewaschen und in frischem (ungetrockneten 
Zustand zur Adsorption benutzt. 

Man triigt es in eine 2—4°/,ige Ricinlésung ein, riihrt 
die Masse wihrend 3/, Stunde mit der Turbine, nutscht den 
Niederschlag hierauf ab und lést von ihm das adsorbierte Ricin 
entweder mit sehr verdiinnter Salzsiure, verdiinnter Essigsiure 
oder mit primar oder sekundér Natriumphosphat ab. Die 
Elution wird bis zur vollkommenen Entfernung der Siiure oder 
des Phosphats dialysiert und nachher bei einer 40° nicht iiber- 
steigenden Temperatur zur Trockne gebracht. 

Auf die erste Adsorption liBt man eine zweite, dritte, 
vierte mit basischem Aluminiumsulfat folgen. Dabei zeigt 
sich, daB nur ein bestimmter Anteil des Rohricins an die 
Tonerde geht; der Rest kann durch das Adsorbens nicht mehr 
aufgenommen werden. Unsere Beobachtungen am Ricin stimmen 
in dieser Hinsicht mit Erfahrungen iiberein, die Rakusin* 
an anderen Proteinen gemacht hat und die er dahin zusammen- 
faBt, da8 Aluminiumhydroxyd bei den meisten Proteinen nur 
eine ganz bestimmte Fraktion abspaltet, so daB das Tonerde- 
hydrat auf das Filtrat nicht mehr wirkt. 

Zur Elution des Ricins aus den Adsorbaten ist primiir 
Natriumphosphat der Salz- bzw. Essigsiiure vorzuziehen, nicht 
weil durch die verdiinnten Siuren eine Schidigung des Ricins 





1) Mit wenig Sulfation. 
*) Zs. f. Immunitiitsforsch. I, Bd. 34, 8. 155 (1921); Bd. 56, S. 1389 


(1923). 
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eintrite, aber es geht dabei Aluminiumsalz in Lésung, das 
pei der Dialyse zum Teil hydrolytisch gespalten wird und so 
das Arbeiten stort. 

Den Gang einiger Fraktionierungen zeigen Tabelle 1 u. 2 
‘§.136 u. 137), Die dazu benutzten Rohricine tragen die Labora- 
toriumsnummern III und IV; ihre kleinsten letalen Dosen fiir 
| kg Kaninchengewicht betrugen 0,005—0,004 mg. 

Beschreibung der fraktionierten Ricinpriparate: 
die erhaltenen Ricinfraktionen waren meist aluminiumfrei und 
hatten nur geringen Aschegehalt. — Die zur Fraktionierung 
henutzten Rohricine [Il und IV besaBen ein hellgelbes Aus- 
sehen und lésten sich in Wasser mit schwacher Opalescenz. 
Bei der fraktionierten Adsorption mit Aluminiumhydroxyd 
geht fast der ganze Farbstoff an das erste Adsorbat tiber, so 
dab die Ricinfraktionen, die aus dem zweiten, jedenfalls aber 
aus dem dritten und vierten Adsorbat abgelést werden, fast 
weiB aussehen und sich in Wasser farblos und klar auf- 
ldsen. 

Bemerkenswert sind die Toxicitiitsverhiiltnisse. Die kleinsten 
tédlichen Dosen der zur Fraktionierung benutzten Rohricine [11 


j und IV waren 0,004—0,005 mg pro kg. Die vom basischen 
_ Aluminiumsulfat nicht adsorbierten Anteile zeigten eine sehr 


viel geringere Toxicitiit, wihrend in den aus den Adsorbaten 


frei gemachten Ricinfraktionen die Giftigkeit merkwiirdiger- 
weise nicht angestiegen ist. 

Aus den nachstehenden Tabellen seien die diesbeziiglichen 
Zahlen nochmals zusammengestellt: 


Fraktionierung von Ricinpraparat IV. 
Ricin aus Adsorbat 1: kleinste letale Dosis 0,005 mg pro kg (44°). 


oe . 2: < ‘ . 0,005 mg pro kg (68°). 
” ” ” 3: ” ” » 0,005 mg pro kg (44°). 
nicht adsorbierter Anteil: 0,02 mg und 0,01 mg wirken nicht 


tédlich. 


Fraktionierung von Ricinpriparat II]. 


Ricin aus Adsorbat 1: kleinste letale Dosis 0,005 mg pro kg (22°). 
oy » 95: ” 9 ,, 0,005 mg pro kg (21°). 
nicht adsorbierter Anteil: 0,02 mg wirken nicht tédlich. 
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Da die nicht adsorbierten Ricinanteile, — 30—50°/, der 
Ausgangssubstanz —, viel weniger toxisch sind als letztere 
wire zu erwarten gewesen, daB die aus den Adsorbaten fre; 
gemachten Ricinfraktionen eine entsprechend gréBere Giftigkeit 
haben wiirden. Dies trifft nicht zu, bzw. diese Toxicitiits. 
erhéhung miiBte so klein sein, daB sie im biologischen Ver- 
such nicht mehr mit Bestimmtheit nachzuweisen ist. Hine 
Erklirung ist dafiir nicht leicht zu geben; aber man kann 
vielleicht mit einer anderen, nicht weitab liegenden Erscheinung 
vergleichen. Bei fermentativen Prozessen wirkt die doppelte 
Enzymmenge bekanntlich sehr haufig nicht doppelt so stark 
wie die einfache, sondern ihre Wirksamkeit kann nur das 1,), 
1,4 ja 1,2fache der einfachen Fermentkonzentration sein. Hs 
ist denkbar, daB die Verhiltnisse bei der Ricinwirkung — die 
ja in vieler Hinsicht an Fermentwirkung erinnert, — analog 
liegen. In diesem Fall wiirde die toxische Wirkung viel 
weniger rasch anwachsen als die Konzentration des aktiven 
Prinzips in den gereinigten Priparaten, so daB die Steigerung 
dem immerhin nicht sehr genauen Tierversuch entgehen kénnte. 
Ob diese Vermutung das Richtige trifft, mu dahingestellt 
bleiben. Die Tatsache besteht, daB es weder durch die eben 
besprochene noch durch die spater mitzuteilenden Reinigungs- 
verfahren je gelungen ist, die ‘l'oxicitét der Priiparate iiber 
0,005—0,003 mg pro kg zu steigern. Diese Konstanz ist gewil 
sehr bemerkenswert. 


c) Verhalten des Ricins gegen Aluminiumhydroxyd. 


Wihrend — wie wir gesehen haben — das basisclie 
Aluminiumsulfat zur Adsorption toxischer Ricinfraktionen sehr 
geeignet ist, finden wir die Wirkung von Aluminiumhydroxyd 
etwas weniger gut. In der Hitze mit iiberschiissigem Ammoniak 
gefailltes und durch sehr hiaufiges Dekantieren gereinigtes 
Aluminiumhydroxyd ist fiir Ricin ein schlechtes Adsorptions- 
mittel. Es bindet nur wenig Substanz und diese erweist sich 
nach dem Abliésen mit primir-Natriumphosphat wenig toxisch. 

Es wurde z. B. eine Lésung von 10g Ricin in 500 cm’ 
Wasser zweimal nacheinander mit Aufschlimmungen yon 


} 
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Aluminiumhydroxyd behandelt, von denen jede aus 10g 
Al,(SO,), + 18aq in der besagten Weise bereitet worden war, 
Jedes Adsorbat wurde zur Ablésung zweimal mit primiir- 
Natriumphosphatlésung (8 g NaH,PO,) eluiert. Nach der 


' Dialyse erhielten wir nur 


aus Adsorbat 1, erste Elution 0,65 g 


1, zweite 0,45 
2, erste ‘a 0,50 
2, zweite ,, 0,11 


Die Toxicitat simtlicher Fraktionen war gering, die kleinste 
gering, 


» letale Dosis 0,1 mg pro kg, wihrend sie fiir das Ausgangs- 
' material 0,005 mg betragen hatte. Wihrend also basisches 
' Aluminiumsulfat die toxischen Ricinfraktionen ad- 
 sorbiert, bindet Aluminiumhydroxyd vorzugsweise die 
| weniger giftigen. Eine abnliche Erscheinung zeigte sich, 
als zur Adsorption des Ricins Aluminiumhydroxyd Sorte C 
von Willstatter!) versucht worden ist. Die Adsorptions- 


kraft dieses Adsorbens ist zwar groB, aber das aus dem ersten 


Adsorbat eluierte Ricin war wenig giftig. Die giftigen Fraktionen 


fand man im zweiten Adsorbat und namentlich im nicht 
adsorbierten Riickstand. 

10 g Ricin in 500 cm* Wasser gelést, wurden unter 
Riithren zu einer Aufschlammung von Aluminiumhydroxyd C 
in 500 cm* Wasser gegossen. Die Tonerde ist die aus 10g 
krystallisierten Aluminiumsulfat stammende Menge. Man rihrt 
'/, Stunde, trennt den Niederschlag ab und behandelt das 
Filtrat zur zweiten Adsorption mit einer neuen, gleich groBen 
Aluminiumhydroxyd-Aufschlammung. 




















Ricin aus Ausbeute Kleinste letale Dosis 

1, Adsorbat, 1. Elution 1,622 ¢ 0,02 mg + 48° 

. , eo = 0,588 

L. 3. 0,234 

2 3. , 1,042 0,005 mg + 46" 

2. 2. 0,350 

2. - - = 0,136 

Nicht adsorbiertes Ricin 4,10 0,005 mg + 76° 


1) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1118 (1923). 
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Jede Adsorption wurde dreimal mit je 200 cm*® 4°/ ige, 
primar-Natriumphosphatlésung eluiert; die 6 Elutionen macht 
man in 5 tiagiger Dialyse phosphatfrei und bringt sie hieray; 
im Vakuum bei 40—45° zur Trockne; auch die Lésung, die 
das nicht adsorbierte Ricin enthalt, wird eingedampft. 


3. Versuche zur fraktionierten Fallung von Ricin mit 
Metallsalzen. 


A. Cushny?) hat vor langerer Zeit versucht, ein eiweit. 
freies Ricin durch Fraktionierung mittels Kupferacetat, Blei- 
essig, Ferrichlorid und Sublimat zu gewinnen; die Versuche 
sind negativ ausgefallen. Auch unseren Bemiihungen war kein 
besserer Erfolg beschieden. Wir arbeiteten mit Silbernitrat 
und Zinkchlorid und fallten aus Ricinlésungen durch vor. 
sichtigen Zusatz bestimmter Mengen dieser Salze einen Teil 
des RicineiweiB aus, Die von den Niederschligen getrennten 
Filtrate wurden in lingerer Dialyse frei von Zink- bzw. Silber- 
ionen gemacht und hierauf unter den iiblichen Vorsichts- 
maBregeln im Vakuum eingedampft. Doch war die Giftigkeit 
solcher Priparate gegeniiber derjenigen des Ausgangsmaterials 
durchweg etwas abgeschwicht. Es scheint, da& Schwermetall- 
ionen das ‘Toxin ungiinstig beeinflussen. 

Aus mehreren Versuchen seien die folgenden heraus- 
gegriffen. 

a) 5,0128 g exsiccatortrocknes Ricin’) lést man in 200 cm’ 
Wasser, fiigt 2 g Natriumacetat hinzu und laé8t unter Riihreu 
eine Lésung von 1,777 g Silbernitrat in 50 cm*® Wasser z1- 
flieBen. Es bildet sich eine weiBe, lockere Fillung. Diese 
wird abfiltriert, das Filtrat mehrere Tage lang der Dialyse 
unterworfen, schlieBlich im Vakuum bei 40° eingedunstet. 
Ausbeute an Eindampfungsriickstand 0,52 g. Letale Dosis fiir 
1 kg Kaninchen 0,01 mg. 

Das Priiparat enthielt 7,44°/, Asche; von dieser ware 
2,31°/, Silber. Der Silbergehalt dieses Ricinpriiparats somit 
Ot7*,. 





1) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 41, S. 439 (1898). 
*) Kleinste letale Dosis 0,005 mg pro kg (Kaninchen). 
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b) Zu 4,908 g Ricin), in 250 cm* Wasser gelést, werden 


' 50ccm Silbernitratlésung, die 3,02 g AgNO, enthielten, zuflieBen 
» gelassen. Im itibrigen wurde wie bei Beispiel a) verfahren. 
» Ausbeute an Kindampfungsriickstand 0,33 g. Dessen Toxicitiit 
lag um 0,01 mg fir 1 kg Kaninchen. Aschegehalt 4,92°/,, 
' Silber war darin nicht in nachweisbaren Mengen enthalten. 


c) Als zu einer Lésung von 3,792 g Ricin!) in 200 cm? 


‘ Wasser 2g Natriumacetat und 1,3 g Zinkchlorid (in 10 cm* H,O) 
' mugefiigt wurden, entstand nur eine Triibung. Daher wurden 
1 noch 5 g Zinkchlorid eingetragen. Eine feine, weiBe Fillung, 
q die jetzt entstanden war, wurde abfiltriert, das Filtrat einige 
Tage dialysiert, hierauf im Vakuum bei 40° eingedampft. 
' Wir erhielten 1 g fast weiBen Riickstand, dessen toxische 
' Dosis 0,01 mg pro kg war. Aschegehalt 3,66°/,. 


4. Das Verhalten des Ricins gegen Trypsin. 
Zur Klarung der Frage, ob das toxische Prinzip des Ricins 


| identisch ist mit dem RicineiweiB oder ob es von diesem 
' getrennt beobachtet werden kann, hat man seit langem das 
| Verhalten des Ricins gegen Pepsin und das proteolytische 
' Pankreasferment studiert. Aber kein Kapitel der Ricinforschung 
' ist reicher an widersprechenden Ansichten als dieses. Still- 
' mark (1888) u. Kobert?), Cushny (1898)°), L. Brieger(1903)5), 
Osborne, Mendel u. Harris (1905)5), Kobert (1913)§) ver- 
treten die Auffassung, daB Ricin nicht frei von KiweiB er- 
halten werden kann, und daB mit der Verdauung des Ricin- 


elweiBes auch die toxische Wirkung verschwindet. Franz 


| Miller (1899), Jacoby (1901)%) und G. Reid (1918)*) finden, 





) Kleinste letale Dosis 0,005 mg pro kg (Kaninchen). 

*) Arb. d. pharm. Inst. Dorpat Bd. III, S. 59 (1889). 

3) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 41, S. 439 (1898). 

‘) Festschrift zum 60. Geburtstag von Rob. Koch, G. Fischer, 
Jena 1903, 

®) Amer. Jl. of Physiol. Bd. 14, S. 259 (1905). 

*) Landwirtschaftl. Versuchsstationen Bd. 79, 8. 97 (1913). 

‘) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 42, S. 303 (1899). 

*) Ebenda Bd. 46, S. 36 (1901). 

*) Landwirtsehaftl. Versuchsstationen Bd. 82, 8S. 408 (1913). 
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daB proteolytische Fermente unter Umstinden das Ricineiweif 
zerst6ren kénnen, ohne daB die toxische Komponente eine 
Schwichung erfaihrt, was ihnen gegen die EiweiBnatur des 
Ricins zu sprechen scheint. 

Im Verhalten des Ricins gegen Trypsin sind folgende 
Falle denkbar: 


a) RicineiweiB und toxisches Prinzip sind identisch: 
bei der Verdauung miissen die Proteine und die Gift- 
wirkung im selben Verhaltnis zuriickgehen. 


b) Ricineiwei8 und toxisches Prinzip sind ver- 
schieden, so gibt es drei Méglichkeiten: 


«) Das Protein wird zerstért, das toxische Prinzip nicht. 
8) Protein und Ricintoxin werden abgebaut, aber nicht 
im selben Verhaltnis, mit verschiedener Schnelligkeit. 


vy) Protein und Ricingift werden im selben Verhiltnis 
verdaut. Dieser Fall ist aber — Verschiedenheit 
von Albumin und Toxin vorausgesetzt — auBerordent- 
lich unwahrscheinlich, und kann daher vernachlissigt 
werden. 


Die Feststellung, ob die Ricintoxicitiét unter der Wirkung 
des Trypsins zuriickgeht, ist zur Entscheidung der auf- 
geworfenen Frage nicht ausreichend. Nur die Untersuchung, 
ob die Toxicitiitsabnahme und die Verdauung des Albumins 
genau parallel verlaufen, kann die Entscheidung bringen. 
Solche quantitative Versuche liegen aber bisher keine vor. 

Wir haben uns daher etwas eingehender mit der trypti- 
schen Ricinverdauung beschiftigt und dabei auch ihre Kinetik 
verfolet. Man wuBte seit der Stillmarkschen Arbeit, dab 
das RicineiweiB zu jenen Proteinen zahlt, die von den Ver- 
dauungsfermenten schwer angegriffen, werden. Aber es scheint, 
daB noch manche Forscher, die dies beriicksichtigten, die 
Widerstandsfahigkeit unterschitzt haben. 

Das Trypsin wurde teils in der Form des Hundepankreas- 
saftes'), teils in Form eines Glycerinausszugs aus Schweine- 


1) Diesen verdanken wir Hrn. Prof. W. R. Hess-Ziirich. 
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pankreas') zur Anwendung gebracht. Zur Verdauung gelangten 
immer Rohricinproben mit der kleinsten letalen Dosis 0,005 mg 
pro kg (intravends). 


a) Versuche mit Hundepankreassaft. 


Man léste 50 g Ricin in Wasser, fiigte 40 cm* Pankreas- 
saft, 2 g Natriumbicarbonat hinzu und fillte auf 500 cm® auf. 
Durch Zusatz von Toluol wurde die Fliissigkeit keimfrei ge- 
halten. Temperatur meist 15—18°. Die fortschreitende Ver- 
dauung wurde durch Bestimmung der freien Aminogruppen 
nach van Slyke gemessen. In eimem nichsten Kapitel wird 
gezeigt, daB vollkommen hydrolysiertes RicineiweiB 12—13°/, 
Stickstoff in Form primaérer Aminogruppen enthalt. Die Ver- 
dauung ist also vollstindig, wenn dieser Wert erreicht ist. 

Die folgende Tabelle zeigt den Gang der Proteolyse: 








prdauungezeit in | ¢ | 14 | 298 | 82 | 46 | 6o | 97 | 181 
: Tagen 
1 -Gruppen Stick- 

fof in °/, dest) 1,66 | 1,92 | 2,71 | 2,83 | 3,57 | 4,88 | 7,61 | 8,66 
Ricingewichts 
2 
Elog—“~—-10° | — | 495 | 363 | 332 | 303 | 340 | 3938 | 363 
a—-2 

x 10 677 | 513 | 511 | 503 | 525 | 627 | 772 | 760 
Ve 



































Selbst nach einer Verdauungszeit von iiber 5 Monaten 
hatten 40 cm* Pankreassaft 50 g RicineiweiB nur zu ?/, ver- 
daut. Dies beweist die Resistenz dieses Proteins. DaB 
Fr. Miller’) nach 24stiindiger T'rypsineinwirkung, G. Reid‘) 
nach 8tigiger Pepsinverdauung des Ricins dessen Giftigkeit 
und Agglutinationskraft erhalten finden, kann daher nicht 
iiberraschen. 


1) 1 Teil Pankreas extrahiert mit 1 Teil Glycerin wahrend 1 Stunde 
bei 40°. 

*) Fiir a ist 13°/, eingesetzt, der Wert des Aminogruppenstickstoffs 
(—NH,) im RicineiweiB. 

%) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 42, S. 303 (1899). 

*) Landwirtschaftl. Versuchsstationen Bd. 82, 408 (1913). 
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Wie die Tabelle zeigt, folgt die RicineiweiBverdauung durch 
Pankreassaft unter den angegebenen Bedingungen ein Stiick 
weit ziemlich gut dem Gesetz der monomolekularen Reaktion: 
doch méchten wir darauf kein besonderes Gewicht legen, dy 
sich gezeigt hat, daB der Verlauf der Verdauung sehr wesent. 
lich durch die relative Menge des anwesenden Enzyms, durch 
die py-Konzentration und durch andere Umstinde beeinfiust 
wird, so daf er gelegentlich ganz andere Formen annehmey 
kann. Manchmal folgt die Verdauungskurve auf kiirzere ode 
lingere Zeit der Schiitzschen Regel. Die kinetischen Ver. 
hiltnisse legen hier genau so kompliziert wie bei der Ver. 
dauung anderer Proteine. 

Am 162. Tage wurde dieser Verdauungsversuch, in den 
gut ?/, des KiweiBes abgebaut waren, unterbrochen. Wir wollte: 
die nicht abgebauten Ricinanteile isolieren, um sie in ihrer 
Toxicitat und Zusammensetzung mit dem Ausgangsricin 
vergleichen. Zu diesem Ende wurden 370 cm® der verdauten 
Flissigkeit (total 425 cm*) filtriert und hernach so lange de 
Dialyse unterworfen, bis im eingedampften Dialysat keine 
Aminosiuren mehr nachzuweisen waren (Ninhydrinprobe. 
Jetzt dampfte man im Vakuum bei 40—45° ein und erhielt 
4,3 g Trockenriickstand, das sind 10°/, des zur Verdauung 
benutzten Ricins. 

Die Giftigkeitsbestimmung ergab: 

0,005 mg pro kg Kaninchen tot nach 48° 
0,003 mg ,, 5, re +» 
0,002 mg ,,_ ,, mm lebt. 

Daraus ergibt sich die wichtige Tatsache, daB au: 

Ricinlésungen, die schon zu mehr wie ?/, verdaut sind’, 





) In Wirklichkeit sind wohl bereits 80—90°/, des RicineiweiBes 
durch das Ferment angegriffen worden, denn die van Slykesche Methode, 
mit welcher der Fortschritt der Verdauung gemessen ist, zeigt natiirlicl 
die nur partiell abgebauten EiweiSanteile (Polypeptide usw.) nicht 
geniigend an. Unter der Voraussetzung, daB bei der Dialyse der ver 
dauten Flissigkeit kein Ricin verloren gegangen ist, mu8 aus der er 
haltenen Menge des nicht verdauten Ricinrestes (10°/,.) geschlossen 
werden, daB in unserem Versuch gegen 90°/, des zur Verdauung 30 
gesetzten Ricins in dialysierbare Abbauprodukte umgeformt worden ist. 
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‘noch etwa 10°/, Ricin isoliert werden kénnen, die 
‘dieselbe oder eine gegeniitber dem Ausgangsstoff 
schwacherhohte Toxicitataufweisen. Ineinemnichsten 
‘Kapitel wird beschrieben, daB auch die chemische 
Zusammensetzung sehr aihnlich ist. Durch die Ver- 
'dauung ist keine sicher nachweisbare Giftanreicherung ein- 
‘getreten; die nicht verdauten Anteile haben aber auch keine 
' Toxicititsschwichung erlitten. 


Die Isolierung des Ricinrestes aus dem zu ?/, verdauten 


"Gut kann auch durch Adsorption mit basischem Aluminium- 
' sulfat und nachheriger Elution mittels primar-Natriumphosphat 
: ausgefiihrt werden. Wir isolierten aus den restlichen 50 cm® 
Lisung 

‘aus Adsorbat 1, 1. Elution 0,1 g, 2. Elution 0,05 g, 3. Elution 0,05 g, 


. » te ~ te 


9° 
” pall | 


Toxicititsbestimmung: 
Adsorbat 1, 1. Elution: 0,005 mg pro kg Kaninchen tot nach 44°, 


- a ‘os 0,0025mg ,,_,, m lebt, 
" 1. & ‘s 0,010 mg ,, ,, tot nach 36°, 
, ££ ~~ awe. ‘ lebt. 


Die Toxicitat der ersten Ablésung aus dem 1. Adsorbat 


entspricht somit derjenigen des Ausgangsmaterials. 


Eine zweite Ricinverdauung mit Hundepankreassaft konnte 


' noch etwas weiter gefiihrt werden: 


7,15 g Ricin (kleinste letale Dosis etwa 0,005) werden mit 


| T7cm? Pankreassaft, der mit Bicarbonat phenolphthaleinalkalisch 

| gestellt ist, ferner mit 203 cm* Wasser versetzt. Die Liésung 

(210 cm’) halt man durch Toluol keimfrei. Der Fortschritt 

_ der Verdauung wird durch Bestimmung der NH,-Gruppen nach 
van Slyke verfolgt: 


Datum... . 2.Mai 23.Mai 2.Juni 26.Juli 18. Okt. 
Aminostickstoff!) 1,779,  3,60°/,  4,62°/,  10,49/, — 12,09/, 
Da vollkommen hydrolysiertes RicineiweiB, wie oben er- 
wihnt, etwa 13°/, Stickstoff in Form primirer Aminogruppen 
besitzt, so ist die Verdauung in diesem Versuch nahezu zu 
Ende gegangen (}?/,.). 


1) In Prozent des angewandten Ricins. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 10 
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Am 18. Oktober werden 85 cm® der verdauten Fliissigkeit | 


zur Adsorption allfallig noch vorhandenen Toxins in iiblicher 
Weise zweimal mit basischem Aluminiumsulfat (aus 7 ¢ 
Al,(SO,), + 18aq) behandelt. Die Adsorbate wurden durch 
sekundar-Natriumphosphatlésung zerlegt, die Fliissigkeitey 
salzfrei dialysiert und hierauf im Vakuum eingedunstet (40°) 
Man erhielt so 


aus dem 1. Adsorbat 0,1 g, 
7 ” 2. ”? 0,15 §> 
nicht adsorbierter Rest: Spuren. 


Von der Substanz des 1. Adsorbats wirkten 0,01 mg 
pro kg Kaninchen letal, 0,005 mg bewirkten noch starke 
Gewichtsabnahme. Die aus dem 2. Adsorbat abgeliste Fraktion 
war weniger giftig (1/,, mg nicht letal). 

Der Versuch zeigt, daB auch aus Ricinlésungen, 
die fast vollstandig (zu ??/,,) verdaut sind, noch kleine 
Ricinmengen mit ungeschwachter, aber auch nicht 
vergroéBerter Toxicitat isoliert werden kénnen: Die 
Substanz gab schwache, aber deutliche Biuretreaktion 
und hatte etwas geringeren Stickstoffgehalt wie das 
als Ausgangsmaterial benutzte Ricin. 

Diese Versuche scheinen uns zu beweisen, dab bei 
der tryptischen RicineiweiBverdauung die Zerstérung 
des Proteins und des Toxins streng parallel gehen; 
denn ob die Hydrolyse nach einem Abbau von 65°, 
oder von 93°/, unterbrochen wird, so haben die nicht 
verdauten Anteile die Giftigkeit des Ausgangs- 
materials. 


b) Versuche mit Glycerinextrakten aus 
Schweinepankreas. 


Das RicineiweiB wird, wie zu erwarten war, bei schwach 
alkalischer Reaktion von Trypsin schneller verdaut als in 
neutraler oder saurer: 

Bei Verdoppelung der Trypsinmenge steigt der verdaute 
Anteil in gleichen Zeitriumen nicht auf das Zweifache, sondern 
die verdaute Ricinmenge ist in erster Ann&herung 
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Bei gleicher Enzymkonzentration. 

















—_ Verdauung') in °/, nach Stunden 
206 | 48 | (86 120 
———— ~ Sica oenanantanapoasgmponouanaen asmianterdeearsmen eoahenaaenesnnemaememion —$___ —___ ; ee A 
a= konstant 8,0 | | 
(Phosphatpuffer) . 14,3 | 24.4 | 29,1 | 31,4 
Py = anfinglich 7,0 | | | 
(ohne Puffer) . . 5,2 15,4 | 19,7 | 23,2 


proportional der Quadratwurzel aus der Enzym- 
quantitit. Fiir die folgenden Messungen wurde das Trypsin 
in Form eines Glycerinpankreasextrakts verwendet, dessen 
Bereitung oben angegeben worden ist. 

Man léste je 3g Ricin in Wasser, fiigte 50 cm* Puffer- 
lésung (47,5 cm® 1/15n. sekundir - Natriumphosphatlésung 
+ 2,5 em® 1/15n. primar-Kaliumphosphatlésung) hinzu, so daf 
Pu = 8,0, setzte dann zum ersten Versuch 3, zum zweiten 6 
und zum dritten 12 cm* Trypsinlésung und brachte durch 
Wasserzusatz jede Reaktionsfliissigkeit auf 300 cm*, 1 cm® 
Toluolzusatz diente zur Sterilisation. Die Verdauungsfliissig- 
keiten wurden im Brutschrank bei 32° gehalten. 











Verdauter Stickstoff in °/, des 
Verdauungs- Gesamtstickstofts 2 
zeit in Tagen} Enzym- Enzym- Enzym- VE 
menge 1 menge 2 | menge 
1 69 | = 14,8 21,9 6,9 10,1 11,0 
2 21,2 24,4 29,7 21,2 17,8 14,9 
4 23,6 29,1 35,9 23,6 20,6 18,0 
5 243 | 81,4 39,8 24,3 223 19,9 
11 25,9 | 88,4 49,9 25,9 27,2 25,0 
19 28,0 428 53,0 28,0 30.0 26,5 
32 342 | 51,8 59,9 34,2 36,1 30,0 





Weitere Verdauungsversuche wurden wie die eben be- 
sprochenen angesetzt nur mit dem Unterschied, daB die Puffer- 
lésung wegfiel. Die fiir je 3,0 g Ricin benutzten Enzymmengen 
waren diesmal gréBer, nimlich 5 bzw. 10 bzw. 20 cm®. 


') Die fortschreitende Verdauung ist in diesem und den folgenden 
Versuchen durch Formoltitration nach Sérensen gemessen. 
10* 
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= niade tees Abigamiadeagmaietaataskapasenneumeuinenaneniearcaee saetnemenactoeeantteaen tore om sores —Aa 
Verdauter Stickstoff in °/, des 
Gesamtstickstofts , 
VG a ncecgetincenn dni -_— 
zeit in Tagen}| Enzym- Enzym- | Enzym- VE 
menge 1 menge 2 menge 4 
(5 em’) | (10 em’) (20 cm’) 
1 4,7 748 | 13,2 4,7 5,5 66 
2 14,0 21,0 | 34,1 14,0 14,9 15,6 
3 17,9 28,0 | 39,7 17,9 19,9 19,9 
5 21,0 35,0 | 45,9 21,0 24,8 230 
11 28,8 48,2 55,2 28,8 34,2 27,6 
19 34,2 530 | 59,9 34,2 37,6 30,0 
28 40,4 55,2 62,2 40,4 38,9 311 
42 ? ? | 15,0 











Die Toxicitit des Ricins, das verdaut wurde, betrug 
0,005 mg pro kg. Am 11. Verdauungstag, als die Hydrolyse 
der 3. Versuchsreihe rund 55°/, der theoretisch méglichen 
erreicht hatte, wurde von dieser eine neue Toxicititsbestimmung 
ausgefiihrt. Das Resultat war: 0,01 mg+ 46%, 0,005 mg pro kg 
wirkt nicht mehr tédlich. 

Am 42. Verdauungstag (Hydrolyse 75°/,) erfolgte eine 
weitere Giftigkeitspriiffung der 3. Verdauungsfliissigkeit. Sie 
ergab folgendes: 0,02 mg tot nach 70", 0,01 mg wirkt nicht 
mehr tédlich. 

Die Versuche zeigen, daB die Abnahme der Giftigkeit 
sich streng proportional der EKiweiBverdauung vollzieht. Im 
Verein mit der eben mitgeteilten Feststellung, daB in un- 
verdauten Ricinresten ungeschwichte Toxinwirkung erhalten 
bleibt, glauben wir die Parallelitat zwischen Verdauungsfort- 
schritt und Giftigkeitsabnahme als starke Stiitze dafiir ansehen 
zu diirfen, daB die Toxinwirkung des Ricins mit dem EKiweib 
steht und fallt, und somit an dieses gekniipft ist. 


5. Analyse und Zusammensetzung der Ricinpraparate. 

In den fritheren Kapiteln ist gezeigt worden, daB weder 
durch Adsorptionsverfahren noch durch Fermentwirkung das 
toxische Prinzip des Ricins vom KiweiB getrennt werden kann. 
Es wurde im Gegenteil nachgewiesen, da8 durch alle Adsorp- 
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tionen und Umfallungen hindurch die Giftigkeit der besten 
Ricinpriparate konstant bleibt und daB bei Verdauung des 
RicineiweiBes die Toxicitit in streng paralleller Proportionalitat 
dazu abnimmt; ist die Verdauung keine vollstaindige, so weisen 
die unverdauten Anteile dieselbe Toxicitaét auf, wie das Aus- 
gangsmaterial. Das fihrt zu dem Schlu8, daB das toxische 
Prinzip des Ricins an die Existenz des RicineiweiSes gekniipft 
ist. Ob es eine Eigenschaft dieses Proteins selbst ist, oder 
ob es ihm als nicht trennbarer Begleiter anhaftet, bleibt dabei 
unentschieden. 

Ks war daher durch genaue Analyse der Ricinpriparate 
zu priifen, ob diese in ihrer Zusammensetzung irgendwelche 
bemerkenswerten Unterschiede gegeniiber anderen Proteinen 
aufweisen, Unterschiede, die allenfalls fiir den Toxincharakter 
hitten verantwortlich gemacht werden kénnen. 

Analysen von RicineiweiB liegen schon in der Arbeit von 
Osborne, Mendel und Harris vor. Sie beschrinkten sich 
auf die Feststellung der Stickstoffverteilung zwischen den 


_ Mono- und Diaminosiuren des Ricins. Wichtiger ist die 


Krage — die wir im folgenden zu lésen suchen —, welche 


_ Aminosiuren am Aufbau teilnehmen und wie groB deren 


Menge ist. 


a) Theoretisches iiber Analyse und Stickstoff- 
verteilung der Ricinpriparate. 


Analysiert wurden 3 Ricinpriparate mit den Nummern- 
bezeichnungen II, 11] und IV, die durch wiederholtes Umfillen 
mit Ammonsulfat gereinigt waren und deren Toxicitiit 0,005 mg 
pro kg Kaninchen betragen hatte; ferner ein durch Adsorption 
an basischem Aluminiumsulfat gereinigtes Priiparat (Ablésung 
einer ersten Adsorption) mit der kleinsten letalen Dosis 
0,005 mg pro kg, und schlieBlich ein Ricin, das aus einem 
Verdauungsversuch, der iiber ?/, gediehen war, als unverdauter 
Anteil isoliert worden ist (kleinste tédliche Menge 0,003 mg). 

Die prozentuale Zusammensetzung der nach der Osborne- 
schen Methode gewonnenen Rohricine II—IV ist fir alle 
3 Praparate eine sehr Ahnliche; sie weicht auch nicht erheb- 
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Ana- 


RT 





lyse von| Ricin | Ricin | Ricin = Ricin’ 
Os- II Ill Iv | Adsor- |*"8 Ver 
borne bat’) | dauung 
euchtigkeit. . . _ 13,4°/)}| 8,5°/, | 8,68} 11,4°/)] 7,6, 
Aschegehalt . —_ 0,33 1,1 0,73 — 7,6 
Koagulationsvermégen {bis 70°/,| 21,7 19,1 4 25,8 21,7 18,5 
Spez. Drehung . —28,8°} — |-42,0°°) — -40,0°} — 
Gesamtstickstoff?) . 16,56°/o} 18,6 17,69,,) — 18,6°/) | 15,0 
Huminstickstoff!) . 0,18 0,13 — 0,26 0,10 
Amidstickstoff'). 1,74 2,22 2,25 os 2,45 1,7 
Stickstoff der Mono- 
aminosiuren ') 10,4 11,04 | 10,0 — 10,15 9,80 
Stickstoff der Hexon- 
basen + Cystin *) 4,29 5,2 5,2 — 5,4 3,0 
Davon Argininstick- 
stoff . ; -- ? 8,6 — 8,68 1,0 

















lich von den Analysen ab, die Osborne, Mendel und Harris 
fiir ihr Ricin gefunden hatten. Auch das aus dem Adsorbat 
frei gemachte Ricin (4. Kolonne) weist in bezug auf die Stick- 
stofiverteilung groBe Ahnlichkeit mit den vorstehenden Rob- 
ricinen auf. Dagegen zeigt unser Ricin, das als ungespaltener 
Rest aus dem Verdauungsversuch stammt, eine bemerkenswerte 
Abweichung: sein Gesamtstickstoffgehalt ist 2,5—3°) 
niedriger; fast die gesamte Stickstoffdifferenz trifft 
die Diaminoséuren, und unter ihnen wieder lediglich 
das Arginin. Wahrend der tryptischen Verdauung des Ricins 
sind also auch jene RicineiweiBanteile, die nicht tief, d. h. nicht 
bis zum dialysierbaren Zustand, abgebaut wurden, in Mitleiden- 
schaft gezogen worden; ihr Arginingehalt ist sehr stark herab- 
gesetzt. Man geht wohl kaum fehl in der Annahme, dai im 
wesentlichen der Stickstoff der Argininguanidingruppe ab- 
gespalten und das Arginin hierdurch in Ornithingruppen ver- 
wandelt worden ist. 


1) Auf wasserfreie Substanz bezogen. 

*} Der durch basisches Aluminiumsulfat adsorbierte Anteil drehte 
etwas tiefer (— 40,0°), der nicht adsorbierte héher (— 47,7°). 

8) Die Analysen sind simtlich auf feuchtigkeit- und aschefreie 
Substanz bezogen. 
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Da nun dieses aus der Verdauung stammende, arginin- 
arme Ricinpriparat dieselbe, jedenfalls nicht geringere Toxicitiit 
aufweist wie die argininreichen Ricine, so ist der SchluB be- 
rechtigt, daB das Arginin nicht Traiger der Toxinwirkung ist. 
Man wird aber noch weiter gehen miissen und sagen, daB 
auch das Eiweifimolekiil, an dessen Aufbau das Arginin teil 
hat, nicht die Ursache der Ricinwirkung sein kann; es wiirde 
sonst gewiB keinen so tiefgreifenden Abbau ohne Schwichung 
der Wirksamkeit vertragen. Der SchluB wird nicht zu 
umgehen sein, daB das eigentliche toxische Prinzip 
in allen unseren hochgiftigen Ricinpriparaten nur 
einen sehr kleinen Bruchteil der gesamten Masse 
darstellt, daB aber, wie die Verdauungsversuche 
lehren, seine Existenz mit derjenigen des Proteins 
verknipft ist, wobei letzteres, das vielleicht nur als 
Traiger wirkt, ohne Schwichung der Gesamtwirkung, 
ziemlich tiefgreifende konstitutionelle Veranderungen 
erfahren kann. (Argininspaltung!) 


Der Aschegehalt des Ricins scheint fiir die Toxicitit und 
damit fiir die Toxinnatur irrelevant zu sein. Denn Ricin I] 
mit 0,33°/, Asche und Ricin aus Verdauungsversuch mit 
7,6°/, Asche (diese scheint sich in dem nicht verdauten An- 
teil anzureichern und durch Dialyse nicht entfernt zu werden) 
hatten ungefiihr dieselbe Toxicitét. In der Asche haben wir 
qualitativ nachgewiesen: 


von Anionen . . . Ca", Na’, Spuren Fe™ 
von Kationen . . - SO,”’, Cl,  dagegen kein PO,””’. 


Kiner besonderen Erwihnung bedarf das Koagulations- 
vermégen der Ricinpraparate. Osborne, Mendel und Harris 
fanden in ihrem giftigsten Ricinpriparat 70°/, koagulierbares 
Albumin, in ihrem zweitgiftigsten Ricin 46°/,. Das bewog sie 
zu der Annahme, da das Albumin das toxische Prinzip des 
Ricins sei. Das Koagulationsvermégen unserer giftigsten Ricin- 
praparate blieb, wie die Tabelle zeigt, weit hinter diesen Zahlen 
zuriick und hielt sich zwischen 19—26°/,; und zwar gaben 
auch das durch Adsorption gereinigte und das dem Ver- 
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dauungsversuch unterworfene Ricin keine stark abweichendey 
Werte. 

Nachdem wir gezeigt haben, daB selbst sehr argininreiche 
und sehr argininarme Ricine ungefahr dieselbe Toxicitiit habe 
kénnen, wird man die Auffassung, da8 ein so _heterogenes 
Gebilde wie das ,,Ricinalbumin“ schlechthin die wirksame 
Substanz sein kénnte, aufgeben miissen. Nur eine ganz be. 
stimmte Atomgruppierung kommt dafiir in Frage; ob sie Eiweif. 
natur hat oder nicht, ist nicht entschieden. 

Die Aminosiiuren, aus denen sich unsere Ricinpriparate 
zusammensetzen, sind in jahrelangen Versuchen sowohl nach 
der Estermethode E. Fischers wie durch das Extraktions- 
verfahren Dakins méglichst quantitativ bestimmt worden. Zur 
Charakterisierung der erhaltenen Aminosiuren dienten Ana- 
lysen und Polarisationen, im Zweifelsfall wurde auch zur Dar- 
stellung von Derivaten gegriffen. Besonders die Monoamino- 
siuren werden nach Dakin vollstindiger erhalten, als im 


PR ke we ES 4 ee ee 
es ee Oe Ae oat | OP 
Pe 6k Re Ge ee we SS ts 
ee + ke oe we a ew mR ee he oe 
ee ee ee ee 
Leucin (event. mit Isoleucin) . . . . . . . 16,0 
Re ee a 
ee 6 ee ee, a ote Be 2 
= bs ee Bh we ae Oe a OR eh 
SS 4:6 4-0 See Se Oe Se ee ole ? 
kok ee ek a Se oe ee Lee, SE 
ee a kk Kw ee oS ee 
Ce a 
I SS ee See SE SS 
Oxyglutamineiure. . . 2... s+ Denes CO 
Te Se ee Ce oe oe oe 
are eee a ee a ee es 
6 Me ee Oe Re he, 2 Oe 
ee ee eee i 
Ungespaltene Peptidanhydride. ..... . 2,0 
Gesamtheit der identifizierten Aminosiiuren+NH, 174,7°/, 
Nicht identifizierte Aminosiurereste . . . . . 3,8 
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1» | Esterverfahren. Die vorstehende Tabelle enthalt die gefundenen 

Prozentzahlen, die nach unseren Erfahrungen der Wirklichkeit 
10 am nachsten kommen. Sie stammen von einem Priaparat, das 
i nach dem Osborneschen Verfahren hergestellt worden war 
43 [und keinen AdsorptionsprozeB durchgemacht hatte (kleinste 
le letale Dosis 0,005 mg pro kg). 








7 b) Experimentelles tiber Analyse und Stickstoff- 
verteilunng der Ricinpraparate. 

e : Darstellung der Ricinpriparate. 

h — Diese erfolgte im wesentlichen nach der Vorschrift von 


(Osborne, Mendel und Harris.') Als Ausgangsmaterial ver- 
'wendeten wir RicinuspreBkuchen, die teils in entéltem, teils 
in nicht entdltem Zustand zur Extraktion gelangten. Aus 
'1kg entéltem Material wurden 22 g Ricin mit der Toxicitat 
| 0,005 mg pro kg Kaninchen isoliert (Ricin IV). Das Praparat 
1 J war von schwach hellgelber Farbe, klar léslich in Wasser, 
‘nur in konzentrierter Lésung schwach opalescierend. — Aus io 
-1kg nicht entéltem Ausgangsmaterial war die Ausbeute an fs, 
'Ricin 13 g (z. B. Praparate Il und Ill). Das Aussehen dieser ac 
' Produkte ist etwas dunkler, doch lésen sie sich in Wasser 

' ebenfalls nur mit sehr schwacher Opalescenz. ) 
: Ricin IT ist nicht nur zweimal, sondern viermal mit che- 
misch reinem Ammonsulfat umgefallt worden. Nach jeder 
| Ausfillung wurde der Niederschlag in reinem Wasser gelist, " 
| die Lésung einer langeren Dialyse von 5 bzw. 11, 8 und | 
f 11 Tagen unterworfen. Selbstverstiindlich ist durch Toluol- 
i zusatz die Flissigkeit stets steril zu halten. Durch das 
| hiufigere Umfallen konnte die Toxicitét des Ricinpraparates 
indessen nicht gesteigert werden. 


oy 
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Analysen der Ricinpriiparate II bis IY. 
1. Feuchtigkeitsgehalt. 


Ricin IT. 0,9180 g Ricin (exsiccatortrocken) verloren bei 100° 
0,1231 g H,O. 
Feuchtigkeitsgehalt: 13,4°/,. 





1) Americ. Journ. of Physiology Bd. 14, $. 259 (1905). 
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Ricin III. 0,8992 g Ricin (exsiceatortrocken) verloren bei 109! t 

0,0803 g H,0. : 

0,7773 g Ricin (exsiccatortrocken) verloren bei 100° 0,0628 ¢ H,0, - 

Feuchtigkeitsgehalt: 8,9°/, 8,1°/, Mittel: 8,5°/,. ; 

Ricin IV. 1,0468 g Ricin (exsiccatortrocken) verloren bei 19) 
0,0888 g H,0. 





Feuchtigkeitsgehalt: 8,68°/,. 
2. Aschebestimmungen. 


Ricin Il. 1,2025 g Ricin gaben 0,0037 g Asche, Aschegehalt 0,30°), F 
Ricin III. 10°, BJ. 
RicinIV. 0,9580g Ricin ,, 0,0065¢g _ ,, - 0,66". B gc 
In allen Fillen bezieht sich die Berechnung auf exsiccator. 
trockene Ricine. Auf wasserfreie Ricinpriiparate wiirden sich F © 
die Aschegehalte berechnen zu 0,33°/,, 1,1°/, und 0,73°/,. §E i: 


Polarisationen. ' 

Ricin III. 0,2270 g (exsiccatortrockene) Substanz gelést in Wasser, I 

Gewicht der Lésung 11,4940 g. Rohrlinge 0,5 dm. d = 1,0. e 
ap = — 0,42, [a]p'® = — 42,53°. 


Aus Ricin III durch Adsorption an Al(OH), erhaltene Fraktion. 
Priparat 5 (Tabelle 2). 


0,0920 g exsiccatortrockene Substanz, gelést in Wasser. Gewicht 
der Liésung 11,0434 g. Rohrlinge 1 dm. d= 1,0. 4g 
ap? = — 0,345°, [a]p's = — 41,4° 4g 


Aus Ricin III durch Adsorption an AlOH), erhaltene andere 
Fraktion. a 
0,1220 g Substanz (exsiceatortrocken) gelést in Wasser. Gewieht — 
der Lésung 11,5070 g. Rohrlinge 0,25 dm. d = 1,0. 
ap? = — 0,106, [a]p'®> = — 40°, 


Koagulation der Ricine. 

Die Koagulation wurde, nach dem Beispiel von Osborne, 
Mendel und Harris, durch einstiindiges Erhitzen der vorher 
in wenig Wasser gelésten Ricine, mit 5°/, iger Kochsalzlésung 
bewirkt. Erhitzungstemperatur 98°. 


Ricin II. 0,5726 g exsiccatortr. Subst. gaben 0,1242 g Koagulat, 
d. i. 21,7°/,. 


Ricin II. 0.5716 g - - » 0,1090 g - 
d. i. 19,07°/,. 
Ricin IV. 0,6260 ¢ ‘ is " 0,1618 g ‘i 


d. i. 25,85%,. 
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Ricin aus Adsorbat. 0,8486 g Ricin (= 0,6428 g asche- u. wasser- 


L freie Substanz) gaben 0,1396 g Koagulum, d. i. 21,72°/. 
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Ricinrest aus Verdauungsversuch. 0,4704 g (= 0,3988 g asche- u. 


| wasserfreie Substanz) gaben 0,087 g Koagulum, d. i. 18,5°/). 


Alle Koagulate sind bei 110° bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet worden. 


Differenzierung des Stickstoffs in Ricin III. 
Diese geschah nach der von T. B. Osborne und 
J. F. Harris!) und T. Giimbel?) modifizierten Hausmann- 
schen*) Methode und nach dem Verfahren von van Slyke.4) 
6,1726 g exsiccatortrocknes Ricin III (8,5°/, Feuchtigkeit 
enthaltend) werden mit 120 cm® 20°/, iger Salzsiiure 10 Stunden 
lang zur Hydrolyse gekocht. Dann wird diese Lésung mit 


_ Wasser genau auf 250 cm® gebracht. Dies ergab die Stamm- 


lisung, in der somit die Aminosiuren aus 6,1716 g Ricin III 
enthalten sind. 

1. In 10 cm* dieser Stammlosung (enthaltend */,. x 6,1716 g 
= 0,2468 g Ricin) wird der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl 
ermittelt. Verbrauch 14,4 cm’ 1/5n-Schwefelsiure. Gesamt- 
stickstoff auf wasserfreie Substanz bezogen 17,6°/,. 

2. 100 cm’ Stammlésung (enthaltend die Aminosiéuren 
aus 2,468 g Ricin) werden zur Trockne gebracht, der Riick- 
stand mit Wasser aufgenommen, die Lésung durch Zusatz 


| von 6g MgO alkalisch gemacht und das in Freiheit gesetzte 
| Ammoniak bei 40° in 1/5n-Schwefelsiure abgetrieben. Ver- 
 brauch 18,52 cm? 1/5 n-Saéure. Ammoniakstickstoff auf wasser- 
_ freie Substanz umgerechnet 2,25°/,. 


3. Der Niederschlag der Magnesiumverbindungen in 2. wird 


: quantitativ abfiltriert, ausgewaschen und in ihm nach Kjel- 
_ dahl der Huminstickstoff ermittelt. Verbrauch 1,02 cm® 


1/5 n-Schwefelsiure. Huminstickstoff fiir wasserfreie Substanz 


0,189). 


') Journ. of the Americ. Soc. Bd. 25, 8. 323 (1903). 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Path. Bd. 5, S. 297 (1904). 

8) Diese Zs. Bd. 27, S. 95 (1899); Bd. 29, S. 136 (1900). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 9, 8S. 185 (1911); Chem. Ber. Bd. 43, 
S. 3170 (1910); B. 44, S. 1684 (19114). 
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4. Das von den Magnesiumverbindungen abgetrennt 
Filtrat aus 2., aus dem also Ammoniak- und Huminstickstof 
entfernt sind und das die Aminosdiuren aus 2,468 g Riciy 
enthalt, wird mit Phosphorwolframsiure versetzt, solange sich 
noch ein Niederschlag bildet. In den Phosphorwolframsiiure. 
niederschlag gehen die Diaminosiuren inkl. Cystin. Man {j. 
triert ihn quantitativ ab, wischt aus und erginzt Filtrat un 
Waschwasser genau auf 500 cm*, Die 500 cm® enthalten jet: 
die Monoaminosiuren aus 2,468 g Ricin. 

Je 50 cm® werden hiervon abpipetiert und in ihnen nacj 
Kjeldahl der Monoaminosiurenstickstoff ermittelt. 

Ks wurden zur Neutralisation des Ammoniaks verbraucht: 

a) 8,09 cm* 1/5n-H,SO,, 
b) 7,91 cm® 1/5 n-H,SO,. 

Der Monoaminosiurenstickstoff fiir wasserfreie Substan 
betragt daher 10,0 bzw. 9,8°/,. 

5. In 100 cm? der urspriinglichen Stammlésung (enthaltend 
die Aminosiuren aus 2,468 g Ricin) werden durch Zusatz vou 
Phosphorwolframsiure die Diaminosiuren inkl. Cystin nieder. 
geschlagen. Der Phosphorwolframniederschlag —N— wird 
quantitativ abfiltriert, ausgewaschen und Filtrat samt Wascb- 
fliissigkeit mit Wasser genau auf 500 cm® ergiinzt. Diese 
enthalten die Monoaminosiuren (exkl. Cystin) aus 2,468 g Ricin. 

Je 10 cm® dieser letateren Fliissigkeit (enthaltend die 
Monoaminosauren aus 0,0493 g Ricin) wurden zur Bestimmung 
des Aminogruppen-Stickstoffs nach van Slyk (mit salpetriger 
Saure) benutzt. 

Ks wurden erhalten 7,99 cm N, (22°, 729 mm), das ent- 
spricht 9,83°/, Monoaminosiurenstickstoff fiir wasserfreie 
Substanz. 

6. Der Phosphorwolframniederschlag N (siehe unter 5.), der 
die Diaminosiuren inkl. Cystin aus 2,468 g Ricin enthilt, 
wurde in Natronlauge gelést und durch Zusatz von Bariun- 
chlorid zu dieser Lésung die Phosphorwolframsiure als Barium- 
phosphorwolframat gefallt. Diesen Niederschlag haben wir 
abfiltriert, ausgewaschen und Filtrat samt Waschwasser genau 
auf 100 cm*® gebracht (Lésung L). Darin sind die Diamiuo- 
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te Pe siuren (inkl. Histidin und Cystin) aus 2,468 g Ricin ent- 
of Be jalten. 
1 In 25 cm® (enthaltend die Hexonbasen und Cystin aus 
ch 0,617 g Ricin) dieser Lésung wurde der Gesamtstickstoff nach 
e. ‘Kjeldahl ermittelt. 
% | Verbrauch 10,11 cm* 1/5 n-Schwefelsiiure. Daher ist der 
id  stickstoff der Hexonbasen (inkl. Cystin) fir wasserfreies Ricin 
it MF herechnet 5,02°/,. 
' 5 cm (enthaltend die Hexonbasen und Cystin aus 0,1234 g 
‘Ricin) der Lésung dienten zur Bestimmung der freien Amino- 
‘gruppen nach van Slyk. Die Eimwirkung der salpetrigen 
“  Siure dauerte 1/, Stunde. 
Ks wurden erhalten 5,20cm*N, (20°, 728 mm), N, = 2,49/,. 
7. Zur Bestimmung des Arginins in dem Gemisch der 
J Hexonbasen dient dessen Kigenschaft, sich beim Kochen mit | 
Kaliumcarbonatlésung zu zersetzen.'!) 25 cm® der Lésung L j 
dM siche bei 6.), in denen die Diaminosiiuren incl. Cystin aus ae 
1 @ 0,617 g Ricin enthalten sind, werden mit 25 g Kaliumcarbonat V3 
 @ versetzt und hierauf unter Verwendung eines RiickfluBkiihlers het 
dG Stunden erhitzt. Der Kihler ist mit einem Peligotrohr 
 @ verbunden, das titrierte Schwefelsiiure enthalt. SchlieBlich 
¢ WE destilliert man nach Zugabe von 200 cm* Wasser das Am- 
| @ moniak mit absteigendem Kiihler in die gleiche Saure ab. 
é Verbrauch 3,63 cm* 1/5n-Schwefelsiure. Daher: ab- 
8 @ gespaltener Argininstickstoff 1,65°/,; Gesamtargininstickstoff 
tH 33%).. 
' Bei Umrechnung auf wasserfreie Substanz sind diese 
- & Werte um 8,5°/, zu erhéhen. 
e Dieser Stickstoffbetrag entspricht 11,3°/, Arginin (auf 





.— 
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wasserfreie Substanz bezogen). Die nach der Argininbestim- z 
[ @ mung zuriickbleibende stark carbonathaltige Lisung wird nach a 


, fF der Neutralisation mit konzentrierter Schwefelsiure eingedampft 
und nach Zusatz von etwas Kupferdraht und 5 g Kaliumsulfat 
nach Kjeldahl aufgeschlossen. (Zur Oxydation trigt man 

' von Zeit zu Zeit etwas festes Kaliumpermanganat ein, vel. 





') Plimmer- Matula, S. 75 (1914). 
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Sérensen und Héyrup, Diese Zs. Bd. 103, Heft 1 (1919) : 
Das gebildete Ammoniak wird nach dem Alkalisieren in 1/5 he 
titrierter Schwefelsiure aufgefangen. 

Verbraucht 6,98 cm* 1/5 n-Siure N, (auf wasserfreie Su). 
stanz berechnet) = 3,4°/,. Dieser Sticktoff kommt den Hexon. 
basen -+ Cystin zu; in ihm fehlt der oben bestimmte Stickstof F 
der Guanidingruppe des Arginins. Die Summe dieser beide 
Stickstoffarten 3,4°/, + 1,7°/, = 5,1°/, stimmt trefflich iiberein F 
mit dem auf dem anderen Wege ermittelten Gesamtstickstof J 
der Hexonbasen und Cystin (siehe unter 6.). 

8. Berechnung des Histidinstickstoffs.1) Der Gesamt. 
stickstoff der Basen (basischen Aminosiiuren) (5,0°/,), ver — 
mindert um den gesamten Stickstoff ihrer Aminogrupper 
(2,4°/,), gibt den Nichtaminogruppenstickstoff D dieser Basen, 
Dieser ist im Arginin und Histidin enthalten. Da %/, des 
Argininstickstofis und ?/, des Histidinstickstoffs in dieser Form 
vorkommen, so stellt der gesamte Nichtaminogruppenstickstof 
minus */, des oben gefundenen Argininstickstoffs ?/, des 
Histidinstickstoffs vor. Es ist daher: 

Histidinstickstoff = */, (D — %/, Argininstickstoff). Fir 
unser Beispiel ist D = 5,0 — 2,4 = 2,6°/.. 

Histidinstickstoff somit 3/, (2,6 — 2,7) = 0°/,. 

9. Der Schwefelgehalt des Ricinpriparates, der von Cystin & 
und kleinen Mengen im Ricin enthaltenen Ammonsulfates her- | 
riihrt, wurde nach W. Denis?) bestimmt. 

10 cm? Stammlésung (enthaltend die Aminosiuren aus 
0,2468 g Ricin) werden in einer kleinen Porzellanschale mit 
5 cm* einer wibrigen Lésung vermengt, die in 100 cm’ 

25 g Cu(NO,),, 25 g NaCl und 10 g Ammonnitrat enthilt. 
Die Mischung bringt man im Wasserbad zur Trockne, erhitzt 
dann allmihlich bis zur Rotglut, und hilt 10 Minuten bei 
dieser Temperatur. Der Riickstand wird jetzt in 10 cm’ & 
10°/, iger Salzsiure gelést, mit Wasser auf 150 cm® verdiinnt 4 
und in der Hitze die gebildete Schwefelsiure mit Bariun- 
chlorid als Bariumsulfat gefallt. 





1) Plimmer-Matula, S. 77. 
2) Journ. Biol. Chem. Bd. 8, 8. 401 (1910). 
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Erhalten: a) 0,0358 g BaSO,, 
b) 0,0320 g BaSO,. 
Daher der Schwefelgehalt des Ricins: a) 1,99°/,, b) 1,78°/,. 





Berechnung des Lysinstickstoffs: 

Lysinstickstoff = Total N der Hexonbasen + Cystin — (Ar- 
D ginin } N + Cystin + Hystidin N). 
| Lysinstickstoff = 5,0 — (3,6 + ca. 0,1 + 0) = ca. 1,3°/,. 
’ fp Lysingebalt ca. 6,7°/,. 








Differenzierung des Stickstoffs in einem aus dem Adsorbat an 
basischem Aluminiumsulfat eluierten Ricin. 

_ Man verfuhr in derselben Art, die im vorigen Beispiel 
: Peingehend geschildert wurde. 

Kinwage: 1,3064 g Ricin, auf wasser- und aschefreie 
) Substanz bezogen. 
' Hydrolyse: mit 30 cm* 20°/, iger Salzsiure wihrend 
530 Stunden. Dann wurde auf 250 cm® verdiinnt (Stammlésung). 
‘ Gesamtstickstoff: in je 25 cm* Stammlésung wurde 
> der Gesamtstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Verbraucht 
mr Neutralisation des Ammoniaks 3,52 bzw. 3,50 cm® 
4 1/2n-Siure. Daraus berechnet sich der Gesamtstickstoff des 
... zu 18,86 bzw. 18,75°/,. 





: Amidstickstoff: bestimmt in 200 cm* Stammlésung. 
/ Verbrauch 3,66 cm* 1/2n-Siure. Daher Amidstickstoff 2,45°/,. 
‘ Huminstickstoff: bestimmt im abfiltrierten Kalknieder- 


schlag der Amidstickstoffbestimmung. Verbrauch 0,39 cm* 
| 1/2n-Siure. Daher Huminstickstoff 0,26°/,. 
: Gesamtstickstoff der Diaminosdiuren: Die Lésung, 
f welche */, der gesamten Diaminosiiuren enthilt, wurde auf 
: 100 cm*® eingestellt (A). In 20 cm? wurde der (Gesamtdiamino- 
| siurenstickstoff nach Kjeldahl ermittelt. Verbrauch 1,60 cm 
(1/2n-Siiure. Daher Stickstoff der Diaminosiiuren 5,36°/,. 
Argininstickstoff: 20cm obiger Diaminosiiurenlésung (A) 
-wurden fiir die Argininbestimmung gebraucht. Verbrauch 


| 0,55 cm? 1/2n-Séure. Daher Argininstickstoff 3,68 °/, (2 x 1,84°/,). 
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Gesamtstickstoff im MRickstand der Arginip. 
bestimmung: Anwendung obiger 20 cm® Lésung, die Diamino. 
siuren minus den halben Argininstickstoff enthaltend. Ve. 
brauch 1,06 cm* 1/2n-Siure. Daher Diaminosiurestickstot — . 
minus 1/, Argininstickstoff = 3,55°/,. :. 

Gesamtstickstoff der Monoaminosduren: Die Lisung : 
der Monoaminosiuren, die aus 200 ccm Stammlésung resultiert: 
und somit */, der gesamten Monoaminosiuren enthielt, wurde 
auf 250 cm® eingestellt und in je 50 cm? nach Kjeldahl die 
Monoaminosiuren bestimmt. Verbrauch 3,02 bzw. 3,04 cn' 
1/2 n-Séure. Daher Gesamtmonoaminosiurenstickstoff 10,11 
bzw. 10,18°/,. 


Differenzierung des Stickstoffs im nicht verdauten Ricinrest. 

EKinwage: 1,4034 g Ricin, auf wasser- und aschefreie 
Substanz bezogen. Die hydrolysierte Fliissigkeit wurde ani 
250 cm® eingestellt. 

Gesamtstickstoff (nach Kjeldahl): In je 25 cm Stamm. 
lésung wurde der Stickstoff als Ammoniak bestimmt. Ver. 
brauch 3,08 bzw. 3,09 cm® 1/2n-Séiure. Daraus berechnet sich 
der Gesamtstickstoff zu 15,36 bzw. 15,42°/,. 

Amidstickstoff: Bestimmt in 200 cm’ Stammldsung, 
Verbrauch 2,74cm* 1/2n-Saure. Daher Amidstickstoff 1,71°,, 

Huminstickstoff: Bestimmt im abgetrennten Kalknieder- 
schlag der Amidstickstoffbestimmung. Verbrauch 0,16 cm’ 
1/2n-Siure. Daher Huminstickstoff 0,10°/,. 

Argininstickstoff: Die Lésung, welche */, der gesamten 
Diaminosiuren enthielt, wurde auf 100 cm® eingestellt (A) 
In 50 cm* wurde der Argininstickstoff ermittelt. Verbrauch 
0,42 cm® 1/2n-Saiure. Daher Gesamtargininstickstoff 1,04°, 
(2 x 0,52°/,). 

Gesamtstickstoff im Riickstand der Arginin- 
bestimmung: Zur Anwendung gelangten obige 50 cm® Lésung, 
die Diaminosiiuren minus den halben Argininstickstoff ent- 
haltend. Verbrauch 1,99 cm* 1/2n-Siure. Daher Diamino- 
siurenstickstoff minus 1/, Argininstickstoff = 2,48°/,. (Hine 
zweite Bestimmung ergab 2,45°/,.) 
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Gesamtstickstoff der Monoaminosiuren: Die Lésung 
der Monoaminosiuren, die aus 200 ccm Stammlésung resultierte 


Q und somit 4/, der gesamten Monoaminosiuren enthielt, wurde 
4 auf 250 cm? eingestellt und in je 50 cm® der Monoaminosauren- 
" stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Verbrauch 3,14 baw. 
© 315 cm3 1/2n-Saure. Daher Monoaminosiurenstickstoff 9,79 
B baw. 9,82°/,. 


iN 


' :) Experimentelles tiber Isolierung der Aminos&uren. 


116 g wasserhaltiges Ricin entsprechend 100 g Trocken- 


' substanz, wurden mit einer Mischung von 250 g Schwefelséure 


+500 g Wasser 20 Stunden lang hydrolysiert; die Aufarbeitung 


- des Hydrolysengutes erfolgte nach Dakin, mit dem Unter- 
' schied, daB zur Extraktion der Monoaminosiuren statt Butyl- 
} alkohol Isobutylalkohol zur Verwendung kam. — In einer 
| 2. Versuchsreihe wurden die Aminosduren aus 200 g Trocken- 
‘icin nach der Estermethode getrennt und verarbeitet. 


Aus der 1. Versuchsreihe krystallisierten nach erfolgter 


: Hydrolyse vor der Extraktion aus: 1,13 g Cystin und 2,4 g 
' Tyrosin, die in iiblicher Weise getrennt wurden. Weitere 


03g Tyrosin wurden spiiter aus dem Gemisch der durch 
Butylalkohol extrahierten Aminosiuren abgeschieden (gef. 


: C =60,0, H = 5,4, N = 7,7°/,). 


Durch Butylalkohol wurden 27,5 g feste und 4,5 g schmierig 


- aussehende Monoaminosiiuren extrahiert. Daraus konnten 4,5 g 


Prolin durch Alkoholextraktion abgetrennt werden, die aller- 


' dings nicht ganz rein waren; der Prolingehalt des Priparats 


wurde durch Differenzbestimmung des Gesamtstickstoffs und 
Aminostickstoffs kontrolliert. — Aus dem Gemisch der extrahierten 
Monoaminosiuren haben wir durch hiufige fraktionierte Krystalli- 
sation in reinem Zustand 14 g Leucin (gef. C= 54,8, H=9,6, 
N=10,9°/,) und 1,2g Valin (gef. C=51,1, H=9,6, N=12,2°/,) 


 abgetrennt; Valin ist vorher tiber den Ester gereinigt worden. 


Ks blieben auBerdem etwa 2,0 g einer Mischung von Leucin 
mit wenig Valin iibrig, die nicht mehr getrennt werden konnten. 
In der durch Butylalkoholextraktion an Monoaminosauren 
erschépften Lésung werden die Diaminosiuren mit Phosphor- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 11 
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wolframsiure in iiblicher Weise entfernt, iiberschiissige Phosphor. 
wolframsiure durch Ba(OH), niedergeschlagen, Filtrat ein. 
gedampft und durch Einleiten von Chlorwasserstoff das Glut. 
aminsdurehydrochlorid zum Auskrystallisieren gebracht. Die 
Ausbeute betrug nach nochmaligem Umfillen mit HCl 25,0 ¢ 
trockenes Glutaminsiurehydrochlorid (gef. N= 7,63, Cl=7,34°) ) 
Aus dem von Glutaminsiiure befreiten Filtrat konnten nach 
der Entfernung des Chlorwasserstoffs mit Pb(OH), und dem 
Ausfillen des in Liésung gegangenen Bleis mit H,S 2,0 ¢ 
Asparaginsdure erhalten werden, die sich noch iiber das 
Kupfersalz reinigen laBt (gef. C= 36,1, H=5,8°/,). — Oxy. 
glutaminsiure haben wir keine gefunden. 

Bei der Aufarbeitung des hydrolysierten Ricins nach der 
Estermethode konnte 1°/, Alanin gefaBt werden (gef. N = 15,6°/,): 
im Extraktionsverfahren nach Dakin ist uns diese Aminosiure 
entgangen. 

Arginin haben wir nach der neuen Methode von Kossel 
und R.E. Gross?) als Naphtholgelbsalz bestimmt. 10,08 g Ricin 
(auf asche- und wasserfreie Substanz umgerechnet) lieferten 
3,375 g Argininfarbsiuresalz, die 1,2495 g Arginin entsprechen. 
Der Arginingehalt ist somit 12,39°/,, was den auf andere Weise 
ermittelten Werten (siehe oben) sehr nahe kommt. 

Dagegen konnten aus einem Ricin, das als unverdauter 
Rest aus einem Verdauungsversuch stammte, und dessen 
Giftigkeit 0,005 mg pro kg Kaninchen betragen hatte, mit 
Naphtholgelb nur noch 2,9°/, Arginin abgetrennt werden. Auch 
dieser Wert deckt sich mit demjenigen, der durch Verseifen 
des Guanidinrestes im Arginin abgeleitet worden ist. 

An Polypeptidanhydriden, die bei der Isolierung des Prolins 
aus dem erkalteten Alkoholextrakt auskrystallisierten, wurden 
2g = 2°), abgetrennt; wir haben sie nicht néher untersucht. An 
Huminsubstanz wurden 1,8°/, gefunden, an Ammoniak 2,8°/,. 
Der Tryptophangehalt ist gering; colorimetrisch wurden nach der 
Methode von Fiirth und Lieben?) etwa 0,4°/, ermittelt. 





1) Sitzungsber. Heidelberger Akad. 1923, Math.-naturw. Klasse B, 
S. 1; s. die folgende Mitteilung. 
2) Biochem. Zs. Bd. 109, S. 108 (1920). 








Uber Toxine. I. 163 


6. Zur Frage nach der Einheitlichkeit und der Natur des Ricins. 
In den friheren Kapiteln haben wir gezeigt, daB das 


- toxische Ricinprinzip von dem Ricineiweif nicht getrennt, und 
" yon einem gewissen Reinheitsgrad an auch nicht weiter kon- 


zentriert werden konnte. Trotzdem sind solche Ricinpraparate, 


' die, soweit sich verfolgen laBt, ganz oder hauptsichlich aus 
| EiweiB bestehen, vom chemischen Standpunkt selbstverstaindlich 
> nicht als einheitlich anzusprechen. Das geht fiir die nach 
A Osborne, Mendel und Harris gereinigten Praparate schon 
: daraus hervor, daB aus ihnen, wie wir beschrieben haben, 
: durch Adsorptionsmethoden noch ungiftigere Fraktionen ab- 
' setrennt werden kénnen. Fiir die durch Adsorption gereinigten 
’ Proben wird es durch ihre nur partielle Koagulationsfihigkeit 
’ bewiesen und ferner durch die Tatsache, daB sie bei der 
Titration in 40 bzw. 97°/,igem Alkohol nach Willstatter?) 
ganz verschiedene Aquivalentgewichte anzeigen, also aus héher 
und niedriger molekularen Fraktionen bestehen miissen. Auch 
_ in dieser Inhomogenitét unterscheidet sich das Ricineiweib 
' nicht von andern Proteinen. Die Ansicht von Kobert, die 
in seiner letzten groBen Arbeit?) ,,Beitriige zur Kenntnis der 
’ vegetabilischen Himagglutinine* ausgesprochen wird: ,,Fir die 
> exakte Chemie ist das Ricin bis jetzt eine chemische Einheit**), 
' kann fiir die bisher isolierten Ricinpraparate nicht richtig sein. 


Wenn man nicht die sehr unwahrscheinliche Annahme 


' machen will, daB verschiedenen Fraktionen und Bestandteilen 
' des RicineiweiBes der gleiche Toxincharakter innewohnt, so 
; wird man daher gezwungen sein, anzunehmen, daB alle unsere 
_ bisher isolierten Ricinpraparate, trotzdem eine weitere Toxicitits- 
| steigerung nicht mehr méglich war, noch stirker giftige neben 
' weniger giftigen oder ungiftigen Bestandteilen enthalten haben. 
| Ob die toxophore Gruppe Proteinnatur hat, ist unbewiesen; 
_ aber weil die Zerstérung des toxischen Prinzips im Verdauungs- 
' versuch streng proportional dem EiweiBabbau verliuft, so ist 


1) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
*) Landwirtschaftl. Versuchsstationen Bd. 79, S. 97 (1913). 
*) a. a. O., S. 102. 
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es gewib, dab die toxische Gruppe von der Existenz des Proteins 
abhingig ist und nur in dessen Verband seine Wirkung ent. 
falten kann. In diesem Sinn kann daher kein Zweifel meh; 
bestehen, daB die Ricintoxinkomplexe dem Kiwei8 nahestehen, 


Titration einiger Ricinpriiparate. 

Wie Willstitter') kirzlich an Aminosiuren und Poly- 
peptiden gezeigt hat, kénnen in 97°/,igem Alkohol Amino. 
siuren und hdéhere Peptide titriert werden, in 40°/,igew 
dagegen nur die letzteren. Bestehen die Ricinpriparate aus 
Stoffen von verschiedenem Molekulargewicht, so miissen die 
Titrationen in 97°/,igem bzw. 40°/,igem Alkohol demnach 
verschiedene mittlere Aquivalentgewichte anzeigen. Dies ist 
in ausgesprochener Weise der Fall. 





Mittlere Aquivalentgewichte 





in 40°/,igem Alkohol | in 97°/,igem Alkohol 





Ricn I... . 1860 | 980 982 1140 





Bemeil ws 4270 1351 
Ricin TIT. . . 2225 1145 
 _) ) ie 2366 2337 1123 1478 





Die Zahlen zeigen, daB die mittleren Aquivalentgewichte 
unserer Ricine in 40°/,igem Alkohol um 2200—2400 liegen 
(Ricin IL zeigt aus unbekanntem Grunde einen héheren Wert), 
Diese Werte sind bemerkenswert klein. In 97°/,igem Alkohol 
ist das Durchschnittsiquivalent 1000—1300. 

Die einzelnen, aus Ricin IV durch Adsorption gewonnenen 
Unterfraktionen wiesen in 97°/,igem Alkohol unter sich und 
verglichen mit dem Ausgangsmaterial iihnliche mittlere Aqui- 
valente auf: 

Priparat 1 1340 
Priparat 2 1200 


Priiparat 3 1480 
Priparat 5 1395 





a... 


a 
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Titrationen verschiedener Ricinpriparate. 

Ricin I. a) 0,9630g RicinI werden in 60cm* H,O gelist, 
2 em® Kalilauge (1 cm* = 0,04806 g) und 1 cm*® 1°/, Phenol- 
phthaleinlésung als Indicator, ferner 40 cm* absoluter Alkohol 
zugefigt; hierauf titriert man mit Salzsiiure (1 cm® = 0,03638 ¢g 
HCl) zuriick. Verbrauch an Kalilauge 0,02906 g. 

Aquivalent in 40°/,igem Alkohol 1859. 

b) 0,5280 g Ricin, in 10 cm? H,O geldst, 1 cm* Kalilauge 
(1 cm = 0,04860 g KOH) 3,5cm*® 1°/,ige alkoholische Phenol- 
phthaleinlésung und 300 cm* absoluter Alkohol zugefiigt und 
mit Salzsiure (1 cm* = 0,03638 g HCl) zuriicktitriert. Kali- 
laugezusatz: 0,0486 g. Siiureverbrauch 0,3 cm® entsprechend 
0.01676 g KOH. Somit Kalilaugeverbrauch 0,03184 g. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 930. 

c) 0,5090 g Ricin, in 10 cm® H,O geldst, 3,5 cm? Kali- 
lauge, 1 cm* Phenolphthaleinlésung, 300 cm? Alkohol. Zuriick- 
titriert mit Salzsiure. Verbrauch an Kalilauge 0,02906 g. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 982. 

Ricin If. a) 1,0180 g gelést in 60 cm* Wasser, dazu gefiigt 
| cm 1°/,ige alkoholische Phenolphthaleinlésung, 2 cm* Kali- 
lauge, 40 cm*® Alkohol; hierauf mit Salzsiure zuriicktitriert. 
Kalilaugezusatz: 0,0972 g. Saureverbrauch 1,5 cm* entsprechend 
0083836 g KOH. Somit Kalilaugeverbrauch 0,01336 g. 

Aquivalentgewicht in 40°/,igem Alkohol 4270. 

b) 0,4972 g Ricin, gelést in 10cm* H,O; dazu 1 cm® Kali- 
lauge, 3,5em* 1°/,ige Phenolphthaleinlésung, 300 cm* absoluter 
Alkohol; hierauf mit Salzsiure zuriicktitriert. Kalilaugezusatz: 
0,0486 g Saiureverbrauch 0,5 cm* entsprechend 0,02795 g KOH. 
Somit Kalilaugeverbrauch 0,02065 g. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 1351. 

Ricin I. a) Titration in 40°/,igem Alkohol ausgefihrt, 
wie an obenstehenden Beispielen beschrieben. 

0,9302 g Ricin. Verbrauch an Kalilauge 0,02347 g. 

Aquivalentgewicht in 40°/,igem Alkohol 2224. 

b) Titration in 97°/,igem Alkohol. Ausfiihrung wie oben 
angegeben. 0,4792 g Ricin. Verbrauch an Kalilauge 0,02347 g. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 1145. 
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Ricin IV. a) Titration in 40°/,igem Alkohol; Ausfiihrung 
wie oben. 1,0248 g Ricin. Verbrauch an Kalilauge 0,0243¢ 

Aquivalentgewicht in 40°/,igem Alkohol 2366. 

b) Titration in 40°/,igem Alkohol, wie oben. 1,0266 g 
Ricin. Verbrauch an Kalilauge 0,024643 g. 

Aquivalentgewicht in 40°/,igem Alkohol 2337. 

c) Titration in 97°/,igem Alkohol. Ausfihrungsforn: 
0,5476 g Substanz, gelést in 10 cm? H,O. Dazu 2 cm? Kali. 
lauge (1 cm*® = 0,04860 g KOH) 3,5 cm?’ 1°/,ige alkoholische 
Phenolphthaleinlésung, 300 cm* absoluter Alkohol. Zuriick. 
titriert mit Salzsiure. 1,25 cm Salzsaiure, entsprechend 0,06986 ¢ 
KOH. Somit Verbrauch an Kalilauge 0,02734 g. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 1123. 

d) Titration in 97°/,igem Alkohol. Ausfiihrungsform wie 
oben. 0,4710g Ricin. Verbrauch an Kalilauge 0,01788 g KOH. 

Aquivalentgewicht in 97°/,igem Alkohol 1478. 


Ziirich, Chemisches Laboratorium der Universitit. 








y 
2) 
, 

* 


Uber die 
Darstellung und quantitative Bestimmung des Arginins.’) 
Von 


A. Kossel und R. Eberhard Gross. 


(Aus dem Institut flr EiweiSforschung der Universitit Heidelberg.) 


Die im folgenden beschriebene Darstellungsweise bietet 
die Méglichkeit, das Arginin ohne die Anwendung kostspieliger 
Reagenzien — Silbernitrat oder Phosphorwolframsiure — in 
grjBeren Mengen rein darzustellen. Sie eignet sich auch fir 
quantitative Untersuchungen und erfillt eine Forderung, die 
man bei der Bestimmung der Proteinbausteine voranstellen 
mug, die direkte Gewinnung und Wigung der gesuchten 
Substanz, die eine Priifung der Reinheit des gewogenen 
Korpers zulaBt. 

Das Verfahren beruht auf der Ausfillung eines krystalli- 
sierten, bisher nicht beschriebenen Salzes des Arginins mit 
einer Dinitronaphtholsulfosiure, der Saure des Naphtholgelb-S. 


1-Naphthol-2, 4-dinitro-7-sulfonsiiure 
Die Farbsiure wurde uns von der Badischen Anilin- und 
Sodafabrik in Ludwigshafen zur Verfiigung gestellt und wir 
sprechen hierfiir unsern besten Dank aus. Die freie Siure 
schmolz bei 150—151° (unkorr.), war in Wasser sehr leicht, in 
starker Schwefelsiure und Salzsiure sehr wenig léslich und gab 





1) Der Heidelberger Akademie der Wissenschaften vorgelegt am 
6. Marz 1928. 
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bei der Analyse den richtigen Stickstoffwert. Da die wissen- 
schaftliche Bezeichnung fiir praktische Zwecke zu schwerfallic 
ist, schlagen wir fiir dies Reagens den Namen ,,Flaviansiiure“ vor, : 

Die Anwendung dieses Fallungsmittels fiir die Darstellung 
und quantitative Bestimmung des Arginins ist davon abhingig, 
daf die Léslichkeit des Argininsalzes eine geringere ist, als 
die anderer organischer Gewebsbestandteile. Wir haben daher 
unsere Untersuchung auf die Salze anderer Basen ausgedehnt, 
deren Analysen und Léslichkeitsverhiltnisse in den folgenden 
Tabellen angefiihrt sind. Diese Zahlen und ebenso einige 
hier im Gang befindliche Untersuchungen zeigen, daf die 
Flaviansiiure zur Isolierung und quantitativen Bestimmung 
auch anderer Basen mit Vorteil benutzt werden kann. 


Tabelle I. 


Stickstoff- und Schwefelgehalt einiger Salze der Flaviansiure. 





Mol.-Verh. 
Base : Siure 





Ber. (in °/5) Gef. (in °/,) 
Mol.-Verh. | | 


























Base : Siure |}*1 1: | 2:1) I | I | gefunden 
anemones ARS iis — _=_ansEeDSEDLSSEUNSSSUSRNUDEDOSES? QusnratunypestennacuncpsensuenntgesoenessiasaaseiasnssnessenseaasaveniSsGisUasananiSeaeRgigeeapesetaaanancansasaauapasansnabmaueaenssnanaeancnenmenaneessaeeemeemneen et = 
“Acces N [17,20)18,95 17,18) 17,30 : bei 258—260° — starke 
d-Arginin '¢ 6,56 7,99, — | 6,94) 6,88 ae Briiunung | 
na eds 51) 14,83|14,68 ye unter Zersetzung 
Histidin 'g | 6183 8,14 — Tone gam **! i 224—226° 
ene N ]12,17/10,84, _11,89/12,18) schmilzt unter Zersetzung 
y S] 6,97) 8,28 6,68) 6,92 bei 218° 
-4.  N 118,75)14,30. 18,80)18,77 ‘ schmilzt unter Zersetzung 
Guanidin ‘¢ 8,60, 9,34 — | 8,86) 8,51 sia bei 274° 
. N [12,66 16,92|16,70|16,72 ; alae 
Ammoniak 4 9651 —  9,21| 8,79| 881 2:1 verpufit bei 304 
7 on aw , schmilzt unter Zersetzung 
Harnstoff N 14,98 12,22 15,23/15,26] 1:1 “aarp Aggy 
Kreatinin N |16,4 (13,23 21,5 |16,63/17,01 134 Zersetzung bei 250° 
Guanin N ]21,08/16,18 — |20,51!20,72 1:1 verpufft bei 300° 
: - “i + ae schmilzt unter Zersetzung 
Putrescin N |13,93/11,73 11,86/11,57} 1:2 sot we. ea 





Alle diese Salze waren durch Fallung mit einem Uber- 
schu8 der freien Flaviansiure in krystallisiertem Zustand 
gewonnen und lassen sich leicht umkrystallisieren. Die Saiure 
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gibt auch mit andern physiologisch wichtigen Basen krystalli- 
nische Niederschlige, z. B. mit Agmatin, Methylguanidin. Die 
Harnstoffverbindung der Flaviansiure liBt sich aus dem Harn 
gugleich mit andern Salzen abscheiden; mit der Untersuchung 
dieser Niederschlige sind wir beschiiftigt. 

Die Abscheidung des Argininsalzes erfolgt am besten bei 
miBig saurer Reaktion und zwar ist im allgemeinen die An- 
wendung der freien Siure als Fallungsmittel der eines Natron- 
salzes vorzuziehen, da die Natronsalze der Flaviansiure weniger 
léslich sind, leicht ausgesalzen werden und das Natron als 
Verunreinigung des Argininsalzes stérend wirken kann. 

Die geringe Léslichkeit des Argininsalzes der Flaviansiure 
auch in warmem Wasser begiinstigt die Trennung von bei- 


vemischten Salzen und die Darstellung der Base. Folgende 











' ‘Tabelle gibt die Lislichkeitsverhiltnisse einiger Salze an. 

2 Lislichkeit einiger Salze der Flaviansaiure in Prozenten. ') 

: n/200- | n/50- | 2,5°/,- n/50- " 

’ Lusungsmittel } Wasser |Schwefel-]Schwefel-| Salz- Flavian- did 
ie 1 a Alkohol 
saure saure saure saure 

|c-Arginin .. 0,0177 | 0,0109 | 0;0121 0,081 |sehr gering}] 0,0020 

© (,l-Arginin. . 0,162 ao 0,084 0,154 0,018 — 

|Guanidin. . . 0,250 — 0,198 0,264 0,082 —— 

§ Kreatinin 0,198 — 0,156 0,216 0,056 — 

mGuanin.... | 0,172 — 0,087 0,030 on cone 

 Hamstoff. . 2,132 i 1,998 0,678 1,840 ot 

p Omithin... | 0,604 — — 0,552 0,276 — 

Blysin..... 1,862 2,289 2,424 0,828 1,760 0,0405 

Histidin .., | 0,146 Q:086 0,102 0,554 0,128 0,0095 

: Ammonium . leicht — — 1,420 — — 























‘) Die Bestimmungen wurden ausgefiihrt, indem eine gewogene 
Menge des Salzes mit einer bekannten Menge des Lésungsmittels 
2 Stunden bei 19° geschiittelt und der ungeléste Riickstand gewogen 
wurde. Zur Bestimmung der Alkoholléslichkeit blieb eine nicht gewogene 
Menge des Salzes 12 Stunden unter hiaufigem Schiitteln bei 17° unter 
Alkohol stehen, die vom Alkohol geléste Menge wurde durch Wagung 


des Trockenriickstandes von 20 ccm der alkoholischen Fliissigkeit er- 
mittelt. 
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Im AnschluB an diese Versuche wurde auch die Léslich- 
keit des Arginin- — und vergleichsweise auch die des Kreatinin. 
flavianats — in siedendem Wasser nach der Methode von Victor 
Meyer in der Modifikation von Rheinboldt’) festgestelit, 
Es ergaben sich folgende Werte. 


Léslichkeit in Prozenten. 














d,l-Argininsalz | d-Argininsalz Kreatininsalz 
0,437 0,566 5,25 
0,411 0,580 5,02 








Die Darstellung des Arginins gestaltete sich hiernach 
folgendermafen. 

Ungefihr 250 g des méglichst gut gereinigten Proteinstoffs 
werden durch 18stiindiges Kochen mit 33volumprozentiger 
Schwefelsiure hydrolysiert, der gréBte Teil der Siure durch 
Kalk oder Baryt entfernt und die Niederschlage ergiebig aus- 
gewaschen. Den Reaktionsprodukten fiigt man eine starke 
wiBrige Lésung der Flaviansiure in einer Menge von ungefahr 
4 Gewichtsteilen der Siiure auf je 1 Gewichtsteil der zu er- 
wartenden Argininmenge zu. Durch hiaufiges Umriihren, be- 
sonders in den ersten Stunden nach Zusatz des Fallungs- 
mittels verhindert man die Bildung harter Krystallkrusten, 
welche das Auswaschen des Niederschlags erschweren. 

Man 1laBt die Fliissigkeit 3 Tage an einem kiihlen Ort 
stehen, saugt sodann die ausgeschiedene Krystallmasse ab, 
wischt zuniichst auf der Nutsche mit kaltem Wasser und 
bringt sodann den Filterriickstand mit der 2—3fachen Gewichts- 
menge Wasser, dem man eine kleine Menge der Flavian- 
siure zugefiigt hat, in einen Kolben, um ihn 2 Stunden auf 
dem Wasserbade zu erhitzen. Ein Teil des Argininsalzes 
geht zugleich mit beigemengten Salzen der Flaviansiiure in 
Lésung und scheidet sich nach 24stiindigem Stehen in der 
Kilte wieder ab. Das flaviansaure Arginin wird abgenutscht 





1) Houben-Wey], Die Methoden der organischen Chemie. II. Aufl. 
S. 787. Leipzig 1921. 
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und mit Wasser unter Zusatz von wenig Flaviansiure aus- 
gewaschen. 

Zur Uberfihrung der Base in das Carbonat haben wir 
2 Verfahren benutzt. \ 

Erstes Verfahren. Das Argininsalz wird mit 33volum- 
prozentiger Schwefelsiure im Paraffinbad bis zur vélligen Lésung 
gekocht und die nach dem Abkiihlen ausgeschiedene Flavian- 
siure nach 24 Stunden abfiltriert. Da die abgeschiedene 
Flaviansiure zunichst noch etwas Arginin zuriickhilt, ist es 
zur Gewinnung der letzten Reste des Arginins ratsam, sie noch 
einmal in gleicher Weise der Kinwirkung siedender Schwefel- 
siure zu unterwerfen.’) 

Die schwefelsauren Lésungen enthalten noch eine kleine 
Menge Farbstoff, welcher aus der sauren Fliissigkeit durch 
Kochen mit Tierkohle entfernt werden kann. Die farblose 
Liésung wird durch Atzbaryt von Schwefelsiure und durch 
Kohlensiure vom Baryt befreit und zur Krystallisation des 
Carbonats stark eingeengt. 

Zweites Verfahren. Da die Entfernung der Schwefel- 
siure nach dem eben beschriebenen Verfahren eine sehr groBe 
Menge Baryt erfordert, haben wir bei Darstellung gréBerer 
Mengen versucht, die Flaviansiure als Barytsalz abzuscheiden. 
Wir lésten das wie oben in heiBem Wasser ausgelaugte flavian- 
saure Arginin mit Hilfe von etwas Ammoniak in einer gréBeren 
Menge Wasser bei Wasserbadtemperatur und fiigten zu der 
heiBen Flissigkeit einen UberschuB einer wiBrigen warmen 
Atzbarytlésung, welche die Flaviansiure fast véllig niederschligt. 
Um den letzten Rest des Farbstoffs zu entfernen, wurde die 
Flissigkeit mit Schwefelsiure angesiuert von einem geringen 
braunen Niederschlag, welcher aus unzersetztem Argininflavianat 
besteht, abfiltriert und mit Tierkohle gekocht. Man erhalt nun 
eine farblose Lisung des Argininsulfats, aus welcher das Arginin 
in bekannter Weise als Carbonat gewonnen werden kann. Das 
erstere Verfahren scheint eine bessere Ausbeute zu geben. 


') Die auf diese Weise wiedergewonnene Flaviansiure kann von 
neuem zur Fallung von Arginin benutzt werden. 
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Meist krystallisiert das Carbonat aus der eingeengtey 
Lésung ziemlich schnell, indem die Lésung in wenigen Stunden 
vollig erstarrt. In eimigen Fallen geschah dies langsam oder 
es blieb ein kleiner nicht krystallisierter Rest. Es ist ratsam, 
das Arginin noch einmal tiber das Pikrat, dessen Schmelzpunkt 
einen Anhalt fiir die Beurteilung der Reinheit ergibt, zy 
reinigen. 

Die Anwendung der Flaviansiure zur quantitativen Be. 
stimmung des Arginins unter den hydrolytischen Spaltungs- 
produkten der Proteinstoffe ist nach unsern bisherigen Er. 
fahrungen, die freilich der Erweiterung bediirfen, emp. 
fehlenswert. 

Um einen Vergleich des neuen Verfahrens mit dem bisher 
gebriiuchlichen Verfahren zu erhalten, stellten wir durch Hydro. 
lyse eines Proteinstoffs (aus Arachis hypogaea) eine Fliissigkeit 
her, welche den gréBten Teil der Zersetzungsprodukte dieses 
Proteinstoffs enthielt und entnahmen derselben 2 Proben, deren 
eine mit dem Silber-Barytverfahren, der zweite mit Flavian- 
siure auf Arginin gepriift wurde. In Prozenten des Gesamt- 
stickstoffs wurde gefunden: 


Silber-Barytverfahren 29,00°/, 


Flaviansiurefallung . 30,85 te als Argininstickstoff. 


In einem zweiten Fall wurde derselbe Proteinstoff durch 
36stiindiges Kochen mit 33volumprozentiger Schwefelsiure 
hydrolysiert und aus dem Gemisch der Spaltungsprodukte der 
durch Phosphorwolframsiure fallbare Anteil isoliert. In diesem 
Basengemisch wurden ebenfalls zwei Analysen ausgefiihrt. In 
Prozenten des Gesamtstickstoffs ergab sich an Argininstickstoii 


nach dem Silber-Barytverfahren 60,6°/,, 
nach dem Flaviansiiureverfahren 60,6°/,. 


Im allgemeinen war das von uns angewandte Verfahren 
das folgende: 

Der Proteinstoff wurde mit Salzsiiure oder Schwefelsiure 
hydrolysiert. In dem Gemisch der Spaltungsprodukte wurde 
der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl ermittelt. Sodann wurde 
bei schwach saurer Reaktion das Arginin als flaviansaures 
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Salz ausgefallt. Der Niederschlag wurde nach 2 Tagen ab- 


“" BF) sitriert und der Filterriickstand nach 1—2stiindiger Digestion 
eh > mit etwa dem 100—150fachen Volum sehr verdiinnter wiBriger 
ee ' Lésung der Flaviansiure auf dem Wasserbade und sodann 
rs nach 3-—8tigigem Stehen durch gewogenen Goochtiegel ab- 

filtriert, mit kaltem Wasser gewaschen, bei 95—100° getrocknet 
“" Bund gewogen. Aus dem Gewicht des Niederschlags wurde der 
0 : Argininstickstoff berechnet, welcher dann in Prozenten des Ge- 
~ & samtstickstoffs angegeben ist. Die Argininwerte sind fast durch- 
4 weg etwas héher als bei Anwendung des Silber-Barytverfahrens. 


: Wir fiihren einige Beispiele derartiger Analysen an. 

1. Edestin aus Hanfsamen. Zur Analyse 1 g Substanz. 
| Mit 4volumprozentiger Schwefelsiure 11 Stunden bei 150° bis 
| 160° erhitzt. 


i ; Gefunden: Argininstickstoff = 24,9°/, des Gesamstickstoffs. 
’ 4. Kossel und A. J. Patten fanden nach dem Silber-Baryt- 
Ses J 
re H verfahren 24,7 und 25,4°/..}) 

= 2. Gelatine. Handelspriparat. Zur Analyse 6 g Substanz. 
#4 ' Hydrolyse durch 20stiindige Einwirkung siedender konz. Salz- 
nt 


: sure, 

i Gefunden an Argininstickstoff in Prozenten des Gesamt- 
© stickstoffs. 

nach dem Flaviansiureverfahren 16,45°/,, 

nach dem Silber-Barytverfahren 15,87°/,. 





ure A A. Kossel und F. Kutscher fanden friiher 16,6°/, und 


der fe 14,3°/,2), Hart 14,8°/,.5) 

en & 38. Salmin. Zur aadien 1 g Salminsulfat. Hydrolyse 
In f mit 25°/, Salzsiure 10 Stunden am RiickfluBkiibler. 

toll Gefunden: Argininstickstoff = 89,3°/, des Gesamtstickstoffs. 


| he Analysen: A. Kossel und F. Kutscher 87,8°/, 4), 
A. Kossel und H. D. Dakin 89,2°/..5) 
4. Casein. Zur Analyse ungefiihr 5 g. Hydrolyse durch 


ret ae 

') Diese Zs. Bd. 38, S. 39 (1908). 
ure *) Diese Zs. Bd. 31, S. 204 (1900). 
rde *) Diese Zs. Bd. 33, S. 347 (1901). 
rde — *) Diese Zs. Bd. 31, S. 165 (1900). 


res *) Diese Zs. Bd. 41, S. 407 (1904). 
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24stiindiges Kochen mit konz. Salzsture, von einem hierbe; 
entstandenen gelatinésen Niederschlag abfiltriert. 

Gefunden: 9,13 Argininstickstoff in Prozenten des Ge. 
samtstickstofis. Aus einer friiheren Analyse von Hart? 
berechnet 9,51°/, des Gesamtstickstoffs. 

5. Arachisprotein (aus Arachis hypogaea). Zur Analyse 
ungefahr 3 g. Hydrolyse 36 Stunden mit 33volumprozentiger 
Schwefelsiure. Gefunden: 


mit dem Flaviansaureverfahren 30,85°/,, 
mit dem Silber-Barytverfahren 29,00°/,. 


1) Diese Zs. Bd. 33, 8. 356 (1901). 
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Basische Peptone aus der Magenschleimhaut. 


Von 
K. Felix. 


Aus dem Physiologischen Institut und dem Institut fir Eiweifforschung, 
Stiftung Fritz Behringer, Universitat Heidelberg.) 





Der Redaktion zugegangen am 11, Februar 1924.) 
























Aus der Magenschleimhaut lassen sich durch Extraktion 
it kaltem Wasser leicht Peptone mit stark basischem Cha- 
rakter isolieren. Sie enthalten relativ viel Hexonbasen, geben 


stark hygroskopisch. Bei der Extraktion war die Reaktion 
neutral und die Temperatur nieder, so da das Pepsin kaum 
rken konnte. Aus dem Extrakt wurden zuniichst die Schleim- 
stoffe und die andern EiweiBkérper entfernt und dann die 
“hasischen Bestandteile mit Phosphorwolframsiiure gefallt. In 
“diesen Niederschlag ging auch ein Teil der Purinbasen mit 
hinein, die als Silberverbindungen bei saurer Reaktion ab- 
vetrennt wurden. Im Fitrat derselben tanden sich dann die 
basischen Peptone. Sie wurden dreimal aus verschiedenen 
Portionen Schleimhaut dargestellt. Jedesmal wurden zwei 
ruppen derselben erhalten: solche, die mit Silber bei baryt- 
alkalischer Reaktion eine unlésliche Verbindung geben, also 
in der ,,Argininfraktion* erscheinen, und solche, die in die 
jLysinfraktion“ eingingen, also nur mit Phosphorwolframsaure 
gelallt werden kénnen. In beiden Gruppen lie sich Arginin 





; nachweisen. DaB den Peptonen freie Basen beigemischt sind, 
erscheint nach der Art der Darstellung héchst unwahrschein- 
Pic Die Beobachtung, daB eine peptonartige Substanz Arginin 


e Biuretreaktion, meist auch die Diazoreaktion und sind sehr 
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enthalt, aber doch mit Silberbaryt nicht fallt, wurde bereits 


bei der Aufarbeitung der Produkte der Pepsinverdauung de ; 


Thymushistons') gemacht. Es scheint in diesen Fillen dj 
Guanidingruppe irgendwie maskiert zu sein, vielleicht dadurch, 
daB sie an der Verkettung der Aminosiiuren teilnimmt. 7, 
derselben Vermutung kam inzwischen auch Edlbacher?) ay 
Grund seiner Oxydationsversuche an HEiwei8kérpern. 

Von den dargesteliten Priaparaten sind drei auf ihre 
Gehalt an Hexonbasen untersucht worden. Da es sich wabr. 
scheinlich um Gemische handelt, kommt diesen Analysen melr 
eine qualitative Bedeutung zu. Sie zeigen nur, daf in der 
Magenschleimhaut Peptone mit einem hohen Gehalt an Hexon. 
basen vorkommen. In der folgenden Tabelle sind die Ergeb. 
nisse der Analysen zusammengestellt. 





Prozente vom Gesamt-N 
Priparate 





Arginin-N | Histidin-N Lysin-N 


|) ; 4 OC 7 — 
mit Silberbaryt fallbar | 

2 23 17 3 
3 nur mit Phosphorwolf- | 

ramsiiure fillbar . . 14 | 13 13 





Uber die Form, in der diese Kérper in den Zellen vor 
kommen, liBt sich zurzeit noch nichts Bestimmtes aussagen. 
Da sie ziemlich starke Basen sind, werden sie wahrscheiulich 
an Siuren gebunden sein. Es ist aber nicht anzunehmen, dal 
sie, wie die bekannten basischen KiweiBkérper, die Protamine 


und Histone, an Nucleinsiure gebunden sind. Vermutlich sind | 


sie kein notwendiger Baustein der Zellen, sondern Zwischen- f 


stufen im Ab- oder Aufbau der Zell-EiweiBkérper. Und von 
diesem Gesichtspunkt aus ist es interessant, daB in allen bis 
jetzt untersuchten basischen Peptonen Arginin enthalten ist 
die Aminosiiure, welche in keinem EiweiSkoérper fehlt. Viel: 


leicht ist dieser Befund in Parallele zu setzen mit der be: 


1) Diese Zs. Bd. 120, S. 94 (1922). 
2) Diese Zs. Bd. 134, S. 129 (1924). 
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kannten Tatsache, daB bei der Zerlegung der Protamine’) und 
Histone?) in gréBere Bruchstiicke, Produkte entstehen, die alle 
Arginin enthalten. Bei den basischen Peptonen der Magen- 
und Darmschleimhaut ist auch noch an Produkte der Resorp- 
tion zu denken. Ferner sei noch daran erinnert, daB nach 
der Ansicht von Osborne’) basische EKiwei8kérper bei der 


'* Salzsiurebildung in der Magenschleimhaut eine Rolle spielen. 


Experimenteller Teil. 


Die Untersuchnngen wurden ausschlieBlich an der Magen- 
chleimhaut von Schweinen vorgenommen. Nach einigen Vor- 


‘f versuchen iiber die Aufarbeitung der Schleimhaut erwies sich 
: folgendes Verfahren als das geeignetste. Die Magen wurden 
si ganz frisch aus dem Schlachthaus bezogen, die Schleimhaut 
von der Muskelhaut abgezogen, in der Hackmaschine zerkleinert, 
in einem groBen Stutzen mit eisgekiihltem Wasser tibergossen 


und unter wiederholtem Umriihren einige Stunden stehen ge- 


‘lassen. Dann wurde dekantiert und der Riickstand noch zwei- 
‘mal extrahiert. Die vereinigten wiBrigen Extrakte wurden 
‘mit Essigsiture schwach angesduert und das ausgefallene Mucin 
'abfiltriert. Die Filtrate waren wasserklar und enthielten nur 
: wenig koagulables Kiwei8. Um dieses vollstindig zu entfernen, 


‘wurde nash genauer Neutralisation mit Natronlauge und 


| Natriumcarbonat zum Sirup eingeengt, dieser wieder in 
5 Wasser aufgenommen und filtriert. Die etwas braunlich ge- 
i} ‘firbte Lisung gab keine Koagulationsprobe mehr, dagegen 
“die Diazo- und Biuretreaktion. Sie wurde mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt. Das Filtrat davon wurde nicht weiter 
: untersucht. 


Der Niederschlag wurde in bekannter Weise mit Baryt 


zerlegt und die Lésung der freien Basen nach dem Verfahren 


ist, - von Kossel und Kutscher aufgeteilt. Wenn Lésungen ein- 








4 ) Goto, Diese Zs. Bd. 37, S. 106 (1902); Kossel u. Pringle, 
| Diese Zs. Bd, 49, S. 301 (1906); Kossel, Diese Zs. Bd. 88, S. 163 (1913.) 
4 *) K. Felix, Diese Zs. Bd. 120, S. 94 (1922). 

*) Amer. Journ, of. Ph. Bd. 5, S. 180 (1901). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXV. 12 
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geengt werden muBSten, geschah es immer bei neutraler Re. 
aktion und im Vakuum. 

In der Purinbasenfraktion fand sich Adenin und 
Xanthin, dagegen kein Guanin. 

Das Filtrat von den Purinbasen wurde mit Baryt alkalisch 
gemacht und in eine ,,Arginin-“ und eine ,,Lysinfraktion“ zer- 
legt. Beide enthielten biuretgebende Substanzen. Meistens 
war auch die Diazoreaktion positiv, in einem Fall war sie es 
bei der mit Silberbaryt faillbaren Substanz nicht. Die Millon- 
sche Reaktion war immer negativ. Ferner reagierten alle 
stark alkalisch. Sie wurden ins Sulfat iibergefiihrt und mit 
Alkohol mehrmals umgefiallt. 

Nach diesem Verfahren wurden drei verschiedene Por- 
tionen Schleimhiiute getrennt aufgearbeitet. Die einzelnen 
Praparate stammen also immer aus mehreren Schleimhiuten 
und entsprechen deshalb kaum einheitlichen Substanzen. 
Wegen der geringen Ausbeuten muBte auf eine weitere Aut- 
teilung verzichtet werden. Aus 1500 g Schleimhaut wurden 
in einem Fall 0,5 g Pepton in der ,Arginin-“ und 0,9 g in 
der ,,Lysinfraktion“ erhalten. Trocken sind es weiBliche Pulver, 
die an der Luft stark Wasser anziehen, Sie geben die fir 
diese Substanzen charakteristische rotviolette Biuretreaktion. 


Praparat 1. 


0,8 g, fillbar mit Silberbaryt; dargestellt aus 950 g Schleimhaut. 
Hydrolyse mit Schwefelsidure. 




















Stickstoff 

g | "fo 
Gesamt-N der Hydrolyse . ...... 0,137 100 
Im Bariumsulfatniederschlag zuriickgehalten 0,025 18 
N im Silberbarytniederschlag. . . .. . 0,107 78 
N der Monoaminosiuren ...... . 0,010 
a ee ae ee 0,009 T 
RI os eae ee BS 0,061 45 
RO 6. kee Re aS — a 
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Praparat 2. 


0,3 g, fillbar mit Silberbaryt; dargestellt aus 1500 g Schleimhaut. 
Hydrolyse mit Salzsiure. 























Stickstoff 

= */o 
Gesamt-N der Hydrolyse . 0,0987 | 100 
Gesamt-N der Basen. . . 0,0467 47 
Monoaminosiuren-N . . . 0,0327 | 33 
Histidim-N . .... . 00166 17 
pS a 0,0238 23 
tee a 0,0031 3 


Praparat 3. 


2,0 g Sirup des Carbonats; nur mit Phosphorwolframsiaure fiallbar; 
dargestellt aus 1500 g Schleimhaut. Hydrolyse mit Salzsiure. 














Stickstoff 
g lo 
Gesamt-N der Hydrolyse . 0,224 100 
Misi@lem 2... wee 0,030 13 
pr 0,031 14 
a er ee 0,030 13 
Monoaminosiiuren-N . . . 0,086 39 





Mit Pikrinsiure und Naphtholgelb bilden sie dlige Ver- 
bindungen. 

Von den erhaltenen Praparaten wurden drei analysiert, 
zwei von den mit Silber und eins von den nur mit Phosphor- 


wolframsiiure fallbaren. Die Zahlen fiir die Hexonbasen in 
der Tabelle bezeichnen Maximalwerte, d. h. den Stickstoff- 


gehalt ihrer Endlésungen. Die einzelnen Basen selbst wurden 
aber regelmiBig noch als Pikrate bzw. Pikrolonate identifiziert. 


12* 
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Studien zur Uberfihrung von Diketopiperazinen in die 
entsprechenden Piperazine. 
Von 
Emil Abderhalden, Emil Klarmann und Ernst Schwab. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Februar 1924.) 


Eine Anzahl von Beobachtungen ergeben die Méglichkeit, 
daB im EiweiB und vor allen Dingen in jenen Vertretern der 
Proteingruppe, die als Proteinoide bezeichnet worden sind, 
Ringsysteme enthalten sind. In erster Linie ist an die Még. 
lichkeit des Vorhandenseins von Diketopiperazinen zu 
denken, wobei allerdings die Frage offen bleibt, in welcher 
Art und Weise sie mit anderen KiweiBbausteinen verkniiptt 
sind.') Im wesentlichen bleiben zwei Méglichkeiten offen: 
einerseits die Verkniipfung durch die Iminogruppe und anderer- 
seits besteht die Méglichkeit, daB die Carbonylgruppe Bindungs- 
stelle fiir Aminosiuren bzw. Polypeptide und eventuell von anderen 
Ringsystemen ist. Es kommt hierbei ganz besonders die Méglich- 
keit der tautomeren Form der Diketopiperazine in Frage: 





R R 
| | 
CO.CH C(OH).CH 
NH< >NH und N< >N . 
CH.CO CH—— C(OH) 
| | 
R R 
1) Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 128, S. 119 
(1923); Bd. 181, S. 284 (1923) — Emil Abderhalden u. Hideki 
Suzuki, Ebenda Bd. 127, S. 281 (1923). — Emil Abderhalden, Ebenda 
Bd. 129, S. 106 (1923), — Emil Abderhalden u. Ernst Komn, 


Ebenda Bd. 132, S. 1 (1923). — Emil Abderhalden u. Walter Stix, 
Ebenda Bd. 133, S. 288 (1924). 
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Es haben kirzlich P. Karrer, Ch. Grainacher und 


| A. Schlosser?) eine Verbindung der letzteren Art beschrieben 


und auf die Méglichkeit des Vorkommens derartiger Bindungs- 
weisen im EiweiB hingewiesen. Man wird in erster Linie an 
die Méglichkeit denken miissen, daB Oxysaéuren mit ihrer 
Oxygruppe in der folgenden Art mit Diketopiperazinen vereint 
sein kénnen, Als Beispiel sei eine Verbindung von Glycyl- 
alaninanhydrid mit Serin angefiihrt: 


OH + OH .CH,.CH.COOH O—CH,—CH.COOH 


| | | | 

C—O, NH, C——CH, NH, 
NS  >N ial >N 

CH—G - G 

| | | 

CH, OH CH, OH 


Stellt man sich vor, daB ein Diketopiperazin einerseits 
mit der C(OH)-Gruppe mit einer Aminosiure, wie eben dar- 
gestellt, verbunden und zugleich mit einer NH-Gruppe bzw. 
der zweiten C(OH)-Gruppe esterartig in eine solche verankert 
ist, dann ergibt sich eine weitere Méglichkeit einer Anhydrid- 
bindung. Z. B.: 


O—CH,—CH—COOH O--CH,—CH—CO 


| | | | | 
C——CH, NH, C——CH, NH, | 
N< >N ee >N | 
si NH, CH,—6 NH 
| | | 
0.0C.CH.CH, 0—OC—CH— CH, 


Die freie NH,-Gruppe kénnte dann mit einer weiteren 
Polypeptidkette bzw. einem Ringsystem vereinigt sein. Dieser 
Moglichkeiten sei nur gedacht, um zu zeigen, daB bei der An- 
nahme, daB die aus Kiwei8 gewonnenen Aminosiuren in diesem 
primar vorgebildet sind, auBer der einfachen Polypeptidkette 
noch weitere Verkniipfungsweisen méglich sind. 

Wie schon in friiheren Mitteilungen erwahnt*), sind im 
hiesigen Institut Arbeiten im Gange, um eindeutige Beweise fiir 
das Vorkommen und eventuelle Nichtvorkommen von Diketo- 
piperazinringen und auch anderen Anhydridsystemen im HiweiB- 





) Helvetica Chimica Acta Bd. 6, S. 1108 (1924). 
*) a. a. O. 
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molekiil beizubringen. Die Kenntnis derjenigen Piperazine, 
die den im Eiwei8molekiil zu erwartenden Diketopiperaziney 
entsprechen wiirden, ist leider sehr gering. Wir haben deshalh 
mit der Herstellung einiger Piperazine aus Diketopiperazine, 
begonnen. Leider sind einstweilen die Ausbeuten an Piperazine, 
schlecht. Immerhin konnten in der Methodik einige Ver. 
besserungen erzielt werden, so daB sich gegen 20°/, der theo. 
retisch zu erwartenden Piperazinmenge gewinnen lieBen. 

Dargestellt wurde aus Glycinanhydrid das einfache 
Piperazin und aus Leucyl-glycinanhydrid das Isobutyl- 
piperazin. 


Experimenteller Teil. 
CH,.CH, CO—CH, 
Darstellung von -, >NH aus NH >NH. 
H,.CH, CH, .CO 

Bei der Untersuchung der Anhydride von verschiedenen 
Aminosauren zeigte es sich, daB das einfachste Anhydrid, das 
Glycinanhydrid (2,5-Dioxopiperazin) in mancher Beziehung sich 
von den andern Anhydriden abweichend verhilt. Das gilt 
insbesondere fiir seine Léslichkeit, indem es in Alkohol im 
allgemeinen schwerer ldéslich ist als die anderen Anhydride, 
fir die Fahigkeit eindeutig zusammengesetzte Silber- und 
Kupferverbindungen zu geben, fiir die im Verhiltnis zu den 
anderen Anhydriden nur schwache Sublimationsfihigkeit bei 
normalem Luftdruck (im Vakuum sublimiert es allerdings sehr 
schon), fiir die iiberaus leichte Spaltbarkeit mit Alkali. Ks 
interessierte im Zusammenhang mit anderen Untersuchungen 
die Frage, wie sich das Glycinanhydrid gegeniiber Reduktions- 
mitteln verhalt. Wahrend bereits einige Anhydride der Reduktion 
unterworfen worden sind'), wobei substituierte Piperazine ge- 
wonnen wurden, ist Glycinanhydrid noch nicht in das ent- 
sprechende Piperazin iibergefiihrt worden. Der Versuch, durch 
Elektrolyse an Quecksilberelektroden zu reduzieren, fiihrte zur 





1) R. Cohn, Diese Zs. Bd. 29, S. 288 (1900). — Hoyer, Ebenda 
Bd, 34, S. 347 (1902) — Emil Abderhalden u. W. Stix, Ebenda 
Bd. 133, S. 288 (1924). 
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| Spaltung unter Bildung von Aminoacetaldehyd.') Wir haben 


das Glycinanhydrid nach verschiedenen Methoden zu reduzieren 
versucht (Zink und Essigsaiure, Zink und Salzsiure, Devardasche 
Legierung und verdiinnte Lauge, Natrium und Athyl-(Methy]-) 
alkohol, Calcium mit Wasser bei Gegenwart von Kohlensiure. 
Wir erhielten die besten Resultate und die beste Ausbeute 
mit Natrium und Amylalkohol. Im folgenden sei die Methode 
heschrieben. ”) 

4g Glycinanhydrid wurden in einem Jenenser Rundkolben 
mit 150 g Amylalkohol iibergossen; der Kolben wurde mit 
einem RiickfluBkiihler verbunden, der oben ein umgebogenes 
Rohr trug, das nach einer Waschflasche mit verdiinnter Salz- 
siure fiihrte. Nun wurde zum Sieden erhitzt und mit kleinen 
Natriumstiickchen durch den Kiihler langsam so lange versetzt, 
bis die anfangs stiirmische Wasserstoffentwicklung nachlieB. 


' Sobald das Natrium sich nur noch langsam liste, wurde mit 
' 50g Amylalkohol versetzt und dann in Wasser gegossen. Es 
' scheidet sich dabei zuerst Natriumamylat als teigige Masse 
' ab, die jedoch bald in Lésung geht. Nun wurde mit Salz- 


F siure angesiuert und im Scheidetrichter die waBrige Lésung 


: abgezogen. Diese wurde in einem Kolben mit konzentrierter 
‘ Lauge iibergossen, der Kolben mit einem Destillationsaufsatz 
' und Kihler verbunden und nun so lange destilliert, als das 
: iibergehende Destillat alkalisch (gegen Lackmuspapier) reagierte, 
- eventuell unter erneutem Wasserzusatz zum Destillierkolben. 
' Das Destillat (etwa 2 Liter), das hiufig leicht getriibt war, 
' wurde mit verdiinnter Salzsiure schwach angesiuert mit Tier- 
kohle gekocht, filtriert, im Vakuum auf ein ganz kleines 
' Volumen eingedampft, mit dem doppelten Volumen Alkohol 
 versetzt. Nach einigem Stehen in der Kilte fallen nadel- 
_ formige Krystiillchen aus. Diese wurden abgesaugt, zunichst 
' in Vakuum getrocknet, gewogen, spater bei 110° gehalten und 
| wieder gewogen. Die Differenz gab den Gehalt an Krystall- 
| wasser. 


') Heimrod, Chem. Ber. Bd. 47, S. 338 (1914). 
*) Vgl. Tafel, Chem. Ber, Bd. 20, S. 249 (1887). 
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Dem entstandenen Produkt kommt folgende Formel zy: 
CH, CH, 
cm.na( \NH-HO + H,O. 
CH, CH, 
Die gewonnene Verbindung zeigt alle Kigenschaften des 
bereits bekannten salzsauren Piperazins.') Es hat insbesondere 


den charakteristischen Geruch und gibt die Reaktion mit 
Kaliumwismutjodid. 


Die Analyse ergab: 





Berechnet fiir C,H,,N,Cl, + H,O Gefunden 
H,O 10,17°/, 10,25°/, 
Berechnet fiir C,H,,N,Cl, Gefunden 
Cl 40,06°/, 40,26 °/, 
N 17,61 17,40 
Darstellung von 
we s. we 0 
N aus H , 
CH,.CH.CH,.CH<OHs CO. CH.CH, CH<GE? 
3 3 


2 g Leucyl-glycinanhydrid wurden in einem mit Riickflub- 
kiihler versehenen Rundkolben in 150 ccm absolutem Athyl- 
alkohol bei Wasserbadtemperatur gelést. Durch den Kiihler 
wurden nun unter Schiitteln allmihlich 6 g metallisches Natrium 
in kleinen Wiirfeln eingetragen. Die Liésung, die einen inten- 
siven lauchartigen Geruch zeigte und mit einem mit Salzsiure 
befeuchteten Glasstabe weiBe Nebel bildete, wurde mit Wasser 
verdiinnt und unter Hiskiihlung mit Salzsiure neutralisiert. 
Nachdem der Alkohol im Vakuum bei niederer Temperatur 
abdestilliert worden war, wurde die Liésung stark alkalisch 
gemacht und der Wasserdampfdestillation unterworfen. Das 
Destillat gab mit Kaliumwismutjodid einen zinnoberroten Nieder- 
schlag. Das in Salzsiure aufgefangene Destillat (etwa 3 Liter) 
wurde im Vakuum auf ein kleines Volumen eingedampft, der 
Rest auf dem Wasserbad vollends soweit eingeengt, bis eine 
Ausscheidung erfolgt. Es wurde einige Zeit auf Eis stehen 
gelassen. Der Riickstand war nicht einheitlich. Er bestand 
aus einem Gemenge schwach gefirbter Blattchen und einer 





1) A. W. v. Hoffmann, Chem. Ber. Bd. 23, S. 3301 (1890). 
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praunen amorphen Masse. Die Substanz wurde auf Ton ab- 
gepreBt und dann in heiBem Alkohol, worin sie sich relativ 
leicht léste, aufgenommen; von einem geringen Riickstande 
wurde abfiltriert. Aus dem Filtrat wurde das salzsaure Salz 
durch Atherzusatz abgeschieden. Aus der Mutterlauge lieB 
sich durch EKinengen noch eine geringe Menge gewinnen. Die 
Gesamtausbeute betrug 0,35 g. 

Das Salz ist sehr leicht léslich in Wasser, etwas weniger 
in Alkohol, unléslich in Ather und Chloroform. Im Capillar- 
rohrchen erhitzt, farbt sich das Salz bei 320° etwas dunkel, 
ohne jedoch zu schmelzen. 

Kine etwas bessere Ausbeute lieB sich durch folgende 
Methode erzielen.’) 6g Natrium, die in Wiirfelchen zerkleinert 
waren, werden in einem gréBeren, mit RiickfluBkihler ver- 


' sehenen Rundkolben mit einer alkoholischen Lésung von 2 g 
| Leucyl-glycinanhydrid iibergossen. Durch die stiirmisch ein- 


setzende Reaktion gerit die Lésung in Sieden, der Kiihler 
erfillt sich ganz mit weiBen Daimpfen. Um Verluste an dem 
Reduktionsprodukt zu vermeiden, wird der Kihler mit einer 
mit Salzsiure beschickten Vorlage verbunden. Nachdem alles 
Natrium verschwunden war, wurde die abgekiihlte Liésung mit 
dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt und der Alkohol im 
Vakuum abdestilliert. Der waBrigen, alkalischen Lésung wird 
nun durch viermaliges Ausschiitteln mit gréBeren Mengen 
Chloroform die Piperazinbase entzogen. Zur Gewinnung des 
salzsauren Salzes wurden die Chloroformausziige wiederholt 
mit insgesamt 1 Liter 5°/,iger Salzsiure ausgeschiittelt. Der 
Inhalt der wihrend der Reduktion gebrauchten Vorlage wurde 
mit den salzsauren Ausziigen vereinigt. Der Eindampfriick- 
stand enthielt noch Chlornatrium. Zur Reindarstellung wurde 


_ das salzsaure Piperazin aus Alkohol umkrystallisiert. Die 
| Ausbeute betrug 0,42 g, entsprechend etwa 17°/, der Theorie. 


Fiir die Analyse wurde das Salz mehrere Stunden im 


Vakuum iiber Phosphorpentoxyd bei 110° getrocknet. Die 
_ Analysen stimmten auf die Formel des Dichlorhydrats 


a 





*) Vgl. hierzu N. J. Putochin, Chem. Ber. Bd. 56, S. 2216 (1928). 
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C,H,.CH.CH, .NH(=HC!) 


| 
(HCl=)NH.CH,.CH, 
0,1347 g Substanz gaben 15,2 ccm N bei 21° und 741 mm Hg. 


0,1243 g ” » 14,3 ecem N ,, 18° ,, 744mm Hg. 
0,2108g _—,, ,  0,1810 g H,O und 0,3425 CO,. 
Berechnet fiir C,H.N,Cl, Gefunden 
N 13,02, 12,77 13,21°/, 
C 44,64 44,33/, 
H 9,37 9,61 


Um zu sehen, ob die Piperazinbase durch kochende; 
Alkali teilweise hydrolytische Spaltung erleidet, wurden 2 
Anhydrid in oben geschilderter Weise reduziert, die reduzierte 
Lésung sodann in zwei genau gleiche Teile getrennt. Die 
eine Halfte wurde wie friiher durch aufeinanderfolgendes Aus. 
schiitteln mit Chloroform und Salzsiure auf salzsaures Piperazin 
verarbeitet. Die andere Hilfte wurde mit dem _ gleichen 
Volumen 25°/,iger Natronlauge versetzt und 6 Stunden lang 
am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Letzterer stand zwecks 
Vermeidung von Verlusten mit einer Salzsiiurevorlage in Ver- 
bindung. Die Isolierung des salzsauren Salzes geschah sodann 
in der gleichen Weise, wie bei der ersten Hialfte, wobei in 
beiden Fallen zum Ausschiitteln die gleichen Mengen Chloro- 
form und Salzsiure verwandt wurden. Die Ausbeute betrug 
im einen wie im andern Falle je 0,2 g; womit also die bereits 
bekannte Widerstandsfihigkeit der Base gegen kochendes Alkali 
erwiesen ist. 


Darstellung der Benzoylverbindung: 


C,.CO oe Sy.00.08 
H,C,.C0. OC. ; 
at OH, . CH. CH, . CH CH: 


CH, 

0,25 g salzsaures Salz wurden in wenig Wasser gelist. 
Die Base wurde daraus durch die berechnete Menge n/1-Natron- 
lauge in Freiheit gesetzt. Man versetzt mit einem Uberschub 
von Natriumbicarbonat und gibt portionsweise 2 g Benzoyl- 
chlorid hinzu, wobei tiichtig geschiittelt wird. Nach beendeter 
Reaktion wird von nebenbei entstandenem Benzoesiureanhydrid 
abfiltriert, und das Filtrat mit Salzsiure angesiuert. Nach 
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' mehrstiindigem Stehen im Hisschrank wurde der Niederschlag 
' abgenutscht und getrocknet. Die Benzoesiure wird durch Aus- 
» kochen mit Ligroin entfernt; die zuriickbleibende Benzoyl- 


4 verbindung sieht rein weiB aus, ist in heiBem Wasser und 
© Alkohol léslich, schmilzt bei 300° noch nicht. 
; Die Ausbeute laBt zu wiinschen iibrig; sie betrug 0,045 g. 
: Die Analyse (Kjeldahl) bestitigte, daB die Dibenzoyl- 
verbindung verlag. 

r 0,0418 g Substanz verbrauchten 2,3 n/10-H,SO,. 

, Berechnet fiir C.,H,,N,0, Gefunden 

7 N 7,99°/, 7,11"), 
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Uber die Zusammensetzung der Heringseier.’) 
(VI. Mitteilung.) 
Die Monoaminosauren des Ichthulins. 


Von 
Kenzo Iguchi. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1924.) 


Bei der Untersuchung der Bestandteile der reifen Hier 
des Herings hatte sich das merkwiirdige Resultat ergeben, dai 
sowohl das aus den Hiern isolierte Eiwei8, das Ichthulin, als 
auch die leeren Hihiillen bei der Siurehydrolyse fast genau 
die gleichen Mengen von Hexonbasen geliefert hatten. War 
es schon auffallend, daB die beiden Substanzen in ihrer elemen- 
taren Zusammensetzung sehr ihnliche Zahlen gegeben hatten — 
das Ichthulin bestand aus 52,39°/, C, 7,589/, H, 14,09°/, \, 
0,014°/, P und 0,89°/, S, die EKischalen dagegen aus 51,52°/, (, 
7,79°/, H, 14,22°/, N, 0,07°/, P und 0,55°/, S —, so muBten 

j die Ausbeuten an basischen Spaltprodukten den Gedanken nahe 
legen, daB hier vielleicht ein und derselbe KiweiBkérper in F 
zwei verschiedenen Modifikationen vorlag, einer léslichen und F 
einer unléslichen. Nachdem nun von S. Osato die Monoamino- 
shuren der Eischalen bestimmt worden waren, war es n0t- 
wendig, um die Vermutung der urspriinglichen Identitat der 
beiden Kérper noch weiter zu bekraftigen, auch die Mono- 
aminosduren des Ichthulins zu bestimmen. Dazu stand mr 





1) I. Mitteilung. Diese Zs. Bd. 127, S. 210 (1923). II. Diese Zs. 
Bd. 127, S. 226 (1923). III. Diese Zs. Bd. 181, S. 60 (1923). IV. Diese Zs. 
Bd. 131, S. 99 (1928). V. Diese Zs. Bd. #31, S. 151 (1923). 
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eine groBere Menge der Substanz zur Verfiigung, die von der- 
selben Darstellung herriihrte, durch die auch das Material fiir 
die friheren Untersuchungen gewonnen worden war. Als 
Bestimmungsmethode fiir die Monoaminosiuren wurde, schon 


um gute Vergleichswerte zu erhalten, wieder die Fischersche 


Estermethode gewahlt. 

Vor der Spaltung war das Priparat einer energischen 
Alkohol—Atherextraktion unterworfen, indem die Substanz 4mal 
mit immer erneuerten Mengon Alkohol am _ RiickfluBkihler 
ausgekocht und zum SchluB ebenso mit Ather behandelt 
wurde. Erst durch diese wiederholte Extraktion gelang es, 
ein Priparat zu erhalten, das kein Fett oder keine Lipoide 
mehr enthielt. Das Verfahren ist schon in der ersten Mit- 
teilung iiber das Ichthulin beschrieben; es muB aber jedem Unter- 
sucher auffallen, mit welcher auBerordentlichen Hartnackigkeit 
die Substanz die Lipoide zuriickhalt; ob dabei wirklich chemische 
Bindungen oder nur Adsorptionskrafte in Frage kommen, lassen 
wir hier vollkommen unentschieden; jedenfalls haben die alteren 
Untersucher nicht Unrecht, wenn sie fiir dieses ganz auffallige 
Verhalten den Begriff des Lecithalbumins schufen. 

Etwa 120g der Substanz wurden nun mit der etwa 3fachen 
Menge des Gewichtes an rauchender Salzsiure (spez. Gew. 1,19) 
iibergossen, zunaichst auf dem Wasserbade in Liésung gebracht 
und dann auf dem Sandbade unter dem Riickflu8kihler 14 Stunden 
lang gekocht. Das Hydrolysat wurde unter vermindertem Druck 
elngedampft, von geringen Riickstanden abfiltriert und das 
Filtrat auf 1000 ccm aufgefillt. Eine Stickstoffbestimmung 
nach Kjeldahl ergab: 

5cem Substanz sattigen 62,25 cem n/10-Saéure = 17,44 g N in 1000 cem. 
5 cem ‘ F 62,15 cem * = 17,41 g N in 1000 cem. 

Demnach sind in Arbeit genommen im Mittel 17,425 g N; 
diese entsprechen 123,6 g trockenen Ichthulins. Denn das 
Ichthulin enthalt nach den fritheren Analysen von H. Steudel 
und K. Takahashi 14,10°/, N. 

Die Fliissigkeit wurde nun unter vermindertem Druck auf 


ein kleines Volumen eingedampft und mit einigen Krystillchen 


Glutaminsiurechlorhydrat geimpft; aber nach mehrtagigem 
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Stehen in der Kalte war nichts auskrystallisiert. Es wurde 
deshalb die ganze Reaktionsfliissigkeit gleich dem Veresterungs. 
verfahren von EK. Fischer unterworfen und wieder unter ver. 
mindertem Druck bei etwa 40° eingeengt. Auch nach langerem 
Stehen und Beimpfen mit Glykokollesterchlorhydrat lieB sich aber 
keine Krystallisation von Glykokollesterchlorhydrat erzielen, 
Es wurden nun also die Ester mit Natronlauge in Freiheit 
gesetzt, mit Ather extrahiert und der fraktionierten Destillation 
unterworfen. Es wurden vier verschiedene Fraktionen aui- 
gefangen: 


I. Fraktion bei 60° und 15 mm Druck, 
II. Fraktion bei 60—90° und 2 mm Druck, 
III. Fraktion bei 100° und 2 mm Druck, 
IV. Fraktion bei 180° und 1 mm Druck. 


Die drei ersten Fraktionen wurden mit dem 10fachen 
Volumen Wasser versetzt und auf dem siedenden Wasserbade 
unter dem RiickfluBkihler verseift. Aus der dritten Fraktion 
hatten sich dann nach einigem Stehen Krystalle (0,764 g) aus- 
geschieden, die fiir sich sofort analysiert wurden. 


4,004 mg Substanz sittigen 2,13 cem n/70-Siure = 10,649), N 
(Kjeldahi). 
3,610 mg - m 1,96 cem = 10,86°/, N 
(Kjeldahl). 
3,702 mg Substanz liefern 7,401 mg CO, und 3,267mg H,O = 54,52°/,C 
und 9,88°/, H. 
3,422 mg Substanz liefern 6,865 mg CO, und 3,027 mg H,O = 54,73°/, C 
und 9,90°/, H. 
Ber. fir Leucin 54,919, C  9,99°/, H —-10,599/, N. 
Gef. im Mittel 54,63 , 9,89 , 10,75 , 


Die verseiften drei ersten Fraktionen wurden nunmebr 
zur Trockne verdampft, die Riickstinde wogen getrocknet 
I. Fraktion: 5,6 g; II. Fraktion: 5,28 g; III. Fraktion: 10,63 g. 
Sie wurden je °/, Stunden lang mit siedendem Wasser ex- 
trahiert und nach dem Erkalten filtriert. Die alkoholischen 
Extrakte wurden nun vereint, abgedampft und noch einmal 
mit kochendem Alkohol extrahiert. Nunmehr wurde das Ex- 
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trakt wieder zur Trockne gebracht und gewogen: 2,7 g; der 
-alkoholunlésliche Teil wog 1,9 g (A). 

| Der alkohollésliche Riickstand wurde mit frisch bereitetem 
Kupferoxyd gekocht, filtriert und die Kupfersalze zur Trockne 
‘gebracht. Die trockenen Kupfersalze wurden mit siedendem 


' absoluten Alkohol */, Stunden lang extrahiert und nach dem 


Erkalten filtriert. 

B, in absolutem Alkohol unléslicher Teil: 1,33 g; 

C, in absolutem Alkohol léslicher Teil: 1,7 g. 

C wurde aus absolutem Alkohol umkrystallisiert und 
analysiert: 

5,116 mg Substanz siittigen 2,50 cem n/70-Siure = 9,77°/, N. 

4,750 mg * a 2,26 ccm “ == 9,52°/, N. 
q 3,525 mg Substanz liefern 5,260 mg CO, und 1,754 mg H,O = 
F 40,70°/) © und 5,57°/, H. 

4,603 mg Substanz liefern 6,908 mg CO, und 2,287 mg H,O = 


F 40,93°/, C und 5,56°/, H. 


Ber. fiir Prolinkupfer 41,14°/, C 5,539, H 9,619), N. 
Gef. im Mittel 40,82 , 5,57 , 9,65 4, 
1,7 g Prolinkupfer entspricht etwa 0,67 g Prolin. 
Der Teil C wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das 
Filtrat zur Krystallisation eingedampft und die Krystalle aus 


| Alkohol umkrystallisiert. Dann wurden folgende Analysen- 
‘zahlen erhalten: 


3,615 mg Substanz siittigen 1,93 ecm n/70-Siure = 10,68°/, N. 
3,573 mg - ~ 1,88 cem = = 10,52°/, N. 
4,250 mg Substanz enthalten noch 0,150 mg Asche, entsprechen also 
4,100 mg 0 und liefern 8,219 mg C,O und 3,624 mg H,O = 


§4,67°/, C und 9,89°/, H. 


3,383 mg Substanz (aschefrei berechnet) liefern 6,763 mg CO, und 


2,969 mg H,O = 54,52°/, C und 9,82%/, H. 


Ber. fiir Leucin 54,91°/, C  9,99°/, H —-10,59°/, N. 
Gef. im Mittel 54,57 ,, 9,87 ,, 10,60  ,, 
1,33 g Leucinkupfer entsprechen = 0,54 g Leucin, 

Der in absolutem Alkohol unlésliche Teil der ersten 
Fraktion (0,44 g) wurde in wenig Wasser gelést und mit dem 
‘gleichen Teil Pikrinséure in alkoholischer Liésung versetzt. 
Dabei schied sich auch nach mehrtagigem Stehen kein Glykokoll- 
/pikrat aus. Es wurde also die Pikrinsiure wieder mit Schwefel- 
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siure und Ather aus der Lésung entfernt, die Schwefelsiiure # 


mit Baryt ausgefallt und das Filtrat mit frisch bereiteten 
Kupferoxyd gekocht. Das neue Filtrat wurde zur Trockne 
gebracht, aus Alkohol umkrystallisiert und in den erhalteney 
Krystallen eine Stickstoffbestimmung gemacht. 
4,028 mg Substanz sittigen 2,40 cem n/70-Siiure = 11,92°/) N. 
4,293mg¢ ,, re 2,56cem i, = 11,93°/, N. 
Ber. fir Alaninkupfer 11,69°/, N. 


Der in absolutem Alkohol unlésliche Teil der zweiten und 
der dritten Fraktion wurden vereint und am RiickfluB8kiihler 
mit Methylalkohol */, Stunden ausgekocht. Am anderen Morgen 
wurden die ausgeschiedenen Krystalle abfiltriert und das Filtrat 
eingedampft. Es wog der in Methylalkohol lésliche Teil 10,7 g (D); 
der in Methylalkohol unlésliche Teil wog 3,3 g (E). 

EK wurde in Wasser gelést, mit Tierkohle behandelt und 
aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Es kamen farblose, 
seidenglinzende Schiippchen. Die Analyse ergab folgende 
Zahlen: 

4,735 mg Substanz sittigen 2,49 ccm n/70-Siure = 10,52°/, N. 

3,365 mg * = 1,75 ecm - = 1040°/, N. 

4,123 mg - liefern 8,187 mg CO, und 3,580 mg H,0 = 
54,16°/, C und 9,729), H. 

5,680 mg Substanz liefern 11,425 mg CO, und 5,061 mg H,0 = 
54,86°/, C und 9,97°/, H. 

Ber. fiir Leucin 54,91°/, C 9,99°/, H 10,59°/, N. 
Gef. im Mittel 54,91 ,, 9,85 ,, 10,46 ,, 

Der in Methylalkohol lésliche Teil (D) war keine reine 
Substanz und wurde mit dem Teil A vereint (12,6 g). 3,2¢ 
dieser Mischung wurden mit Kupferoxyd gekocht, das Filtrat 
etwa auf die Hilfte eingeengt und am nichsten Tage von den 
ausgeschiedenen Krystallen abfiltriert. 

Das in Wasser leicht lésliche Kupfersalz wurde zu 
Trockne gebracht und gewogen (4,3 g). Es wurde nun mit 
Methylalkohol aufdem Wasserbade am Riickflubkihler /, Stunden 
lang ausgekocht und am anderen Tage vom Unlislichen ab- 
filtriert. Das in Methylalkohol lésliche Kupfersalz wurde zur 
Trockne gebracht und wog dann 2,2 g. Die Substanz wurde 








Uber die Zusammensetzung der Heringseier. 198 


in Wasser gelést und mit Schwefelwasserstoff das Kupfer ent- 
fernt. Das kupferfreie Filtrat wurde mit Tierkohle gekocht, 
filtriert und der beim EKindunsten verbleibende Riickstand aus 
Alkohol fraktioniert und umkrystallisiert. 

Erste Fraktion (0,201 g): 

4,265 mg Substanz sattigen 2,43 cem n/70-Siiure = 11,40°/, N. 

4,510 mg - 4 2,54 cem x = 11,26°/, N. 

Ber. fiir Valin 11,96°/, N; fir Leucin 10,59°/, N. 
Die Substanz ist wohl gr6Btenteils Valin mit sehr wenig Beimischung 
von Leucin gewesen. 

Zweite Fraktion (0,658 g): 

Sie wurde noch einmal aus Alkohol umkrystallisiert und 
sab dann folgende Werte: 

2,980 mg Substanz siittigen 1,73 ccm n/70-Siiure = 11,619, N. 

3,593 mg a - 2,05 eem “i = 11,41, N. 

3,188 mg Substanz liefern 2,522 mg CO, und 5,670 mg H,O = 
51,20°/, C und 9,36°/, H. 

2,730 mg Substanz liefern 2,730 mg CO, und 6,150mg H,O = 


51,17°/, C und 9,32°/, H. 


Ber. fiir Valin 51,24°/, C 9,47°/, H 11,96°/, N. 
Gef. im Mittel 51,19 ,, 9,34 _,, ie) ao 
Die Substanz ist wohl zum allergréBten Teil Valin. 


Der in Methylakohol unldésliche Teil des wasserléslichen 


| Kupfersalzes wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat 


mit Tierkohle behandelt, zur Trockne gebracht und aus Alkohol 


; unkrystallisiert. 


5,555 mg Substanz sittigen 2,93 ecm n/70-Séure = 10,55°/, N. 
5,710 mg rm 3,00 cem ‘ = 10,51°/, N. 
Ber. fiir Leucin 10,59°/, N. 


Das in Wasser unlésliche Kupfersalz wurde in gleicher 


| Weise behandelt und gab folgende Zahlen: 


3,920 mg Substanz sittigen 2,06 cem n/70-Siure = 10,51°/, N. 
4,065 mg we ” 2,14 cem ‘ = 10,53°/, N. 
Ber. fiir Leucin 10,59, N. 
Von den zur Trennung benutzten 3,2 g Substanz sind also 
wiedergefunden Valin 0,658 g¢ + 0,201 g = 0,859 g. 
Leucin 3,2 g — 0,859 g — 2,341 g. 
Auf die ganze methylalkohollésliche Substanz der zweiten 
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und der dritten Fraktion berechnet, ergibt sich folgende 
Resultat: 


35 % 0,859 = 3,382 g Valin. 
a < 2,341 = 9,218 g Leucin. 


Aus der ganzen ersten, zweiten und dritten Fraktion ye. 
rechnen sich folgende Mengen: 

Leucin 0,764 + 9,218 + 3,34 + 0,54 = 13,862 g. 
Valin 3,382 g. 

Die vierte Fraktion der Ester wurde zunichst auf einen 
Gehalt an Phenylalanin untersucht. Sie wurde mit dem 5fachen 
ihres Volumens an Wasser versetzt und die Liésung mit dem 
gleichen Volumen Ather im Scheidetrichter geschiittelt. Die 
itherische Lésung wurde mehrere Male mit Wasser gewascheu, 
enthielt aber keinen Phenylalaninester. Die gesamten wib- 
rigen Lésungen wurden nun vereint und mit Baryt verseift. 
Aber auch nach mehrtigigem Stehen in der Kilte entstanden 
nur spurenhafte Niederschlige. Sie wurden auf einem Filter 
gesammelt, mit Schwefelsiure von Baryt befreit und mit Kupfer- 
oxyd gekocht. Es lieB sich aber keine Asparaginsiiure au! 
diese Weise feststellen. 

Das Filtrat von den Spuren der Barytniederschlige wurde 
mit Schwefelsiure von Baryt befreit, eingedampft und gewogen 
(9,8 g). Der Riickstand wurde in Wasser gelést, die Lisung 
mit Salzsiuregas gesattigt und beiseite gestellt. Aber auch 
nach dem Impfen mit einigen Krystallchen von Glutaminsiiure- 
chlorhydrat lieB sich keine Krystallisation erreichen. Es wurde 
also die Lésung wieder zur Trockne gebracht, in wenig Wasser 
gelést und die Lésung mit frisch gefalltem Kupferoxyd gekocht. 
Das Filtrat wurde eingedampft und der Krystallisation iiber- 
lassen. Ausbeute: 3,087 g (F). 

4,477 mg Substanz siittigten 2,00 cem n/70-Siiture = 8,93°/, N. 

4,313 mg “ * 1,93 cem m = 8,95°/, N. 

Berechnet fiir Leucinkupfer: 8,65°/, N. 

Die Substanz hat also wohl aus Leucinkupter bestanden; 
3,087 g Leucinkupfer entsprechen 1,25 g¢ Leucin. 
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Die Mutterlauge der letzten Krystallisation wurde noch 
weiter eingeengt. Die nun auftretenden Krystalle wurden mit 
Tierkohle entfairbt, das Filtrat (G.) wurde mit Schwefelwasser- 
stoff entkupfert und das nunmehrige Filtrat wurde eingetrocknet 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Der in Alkohol unlésliche 
Teil bestand gréBtenteils aus Phosphaten (0,528 g); er enthielt 


} yur noch sehr wenig Stickstoff. 


4,048 mg Substanz sattigten 0,30 ccm n/70-Siure = 1,48°/, N. 

3,592 mg ‘i be 0,28 cem e = 1,56°/, N. 

Der in Alkohol lésliche Teil wurde eingedampft und der 
Krystallisation iiberlassen. Die wenigen Krystalle wurden 
abfiltriert und die Mutterlauge mit destilliertem Wasser auf 
25 com aufgefiillt. Dann fanden sich folgende Werte: 

i cem Substanz siittigte 10,35 cem n/70-Siure. 

1 cem - ‘ 10,55 cem i 

Ks waren demnach in 25 ccm noch 0,366 g Stickstoff 
enthalten. 

Endlich wurden noch Tyrosin, Tryptophan und Cystin 
nach dem colorimetrischen Verfahren von Folin?) bestimmt, 
das sich im hiesigen Laboratorium ausgezeichnet bewidhrt hat. 

I. Fir die Tyrosin- und Tryptophanbestimmung wurde 1 g 


; getrockneter Substanz mit 3,5 g Bariumhydroxyd und 25 ccm 


Wasser 60 Stunden lang am RiickfluBkiihler gekocht, dann 
30 com 20°/, Schwefelsiure zugesetzt, auf 100 ccm aufgefiillt 
und filtriert. 
a) Es wurden 1 ccm der Folinschen Vergleichslésung 
mit 8 cem des Filtrats verglichen. 
1. Tyrosin: 
Vergleich Versuch 
Skalenablesung: 20,0 18,7 
Kis ist also 
20 100 oe 
Te x 0,001 x 2 x a 100 = 7,13°/, Tyrosin. 
2. Tryptophan: 
Vergleich Versuch 
Skalenablesung: 20,0 37,0 


') Folin u. Looney, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, 8, 421 (1922). 
18* 
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Ks ist also 
20 100 : “Fe 
37 X 0,001 x —— x 100 = 1,80°/, Tryptophan. 
b) Ferner wurden 1 ccm der Folinschen Vergleichslisung 
mit 2 ccm des Filtrats verglichen: 
1. Tyrosin: 
Vergleich Versuch 


Skalenablesung: 20,0 28,5 
also ist: 
2 10 , 
say X 0,001 x 2x = x 100 = 7,02%, Tyrosin. 
avy 


2. Tryptophan: 
Vergleich Versuch 
Skalenablesung: 20,0 56,0 
also ist: 


100 


20 7O 0 
ae x 0,001 x «x 100 = 1,79°), Tryptophan. 


Il. Fiir die Cystinbestimmung wurde 3,91 g trockene Substanz 
mit 25 cem 20°), Schwefelsiure 16 Stunden lang am Riick. 
fluBkiihler gekocht und dann genau nach der Folinschen 
Vorschrift verfahren. Das Hydrolysat war auf 100 ccm aut: 
gefiillt. 

a) Vergleich von 1 ccm der Versuchsfliissigkeit mit 1 com 
der Vergleichsfliissigkeit. 

Vergleich Versuch 
Skalenablesung : 20,0 46,0 

Ks ist also: 

20 100 100 
ag 0001 x xe 

b) Vergleich von 2 ccm der Versuchsfliissigkeit mit 1 ccm 
der Vergleichsfliissigkeit. 


1,11°/, Cystin. 


Vergleich Versuch 


Skalenablesung: 20,0 22,5 
Ks ist also: 
20,0 100 100 : , 
- x 0,001 —— = ° rstin. 
20.5 * 001 X “5 X 391 114°), Cystin 


Die Ablesungen wurden oft wiederholt und ergaben stets 
das gleiche Resultat. 

Im Durchschnitt sind also gefunden: 

7,08°/, Tyrosin, 1,80°/, Tryptophan, 1,13°/, Cystin. 
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Stellt man sich die Resultate zum Schlu8 noch einmal 
abersichtlich zusammen, so erhilt man folgendes Ergebnis: 
e Aus 123,6 g trockenem Ichthulin sind erhalten: 
- Glykokoll . . . . 2 — 





4 Ae ow es Oe 

3 Tee <3 ete! Bie 
Leucin .... . 15,112 ¢ 

i Pieee fe occas “OTe 

© ferner: 

“ Tete. 6°. OR 
Tryptophan... 1,80°, 


Ce sa Ss, « ~ 
. Wenn man alles auf 100 g Stickstoff des Ausgangsmaterials 
bezieht und zum Vergleich die Zahlen daneben setzt, die von 
Qsato') in den Hischalen gefunden sind, und gleichfalls die 
Werte fiir die im KiweiB und in den Eischalen gefundenen 
2  Mengen an Arginin, Histidin und Lysin einsetzt, so erhalt 
- B&B man folgendes Bild: 








n ' a: 
In Prozenten des Gesamtstickstoffs sind enthalten: ¢ 
im EiweiB ' - * 
EiweiS in den Eischalen 
7 der Heringseier 

















. l. Giykewow .. st — — ae : 
i 2. AMM 0,31 0,40 ee 
#3.Valin . ... . 2,33 2,56 fag 
‘i Rs es 9,18 9,04 : 
, Pee. 2 . & 0,47 vorhanden of 
}. Glutaminsiiure . ~_ 0,35 ae 
i. >» CN ge a 2 3,89 3,66 oe 
. Tryptophan . . . 1,78 1,77 : ah 
m9: Cystin. . ... 0,93 0,62 an 
i 1). Arginin 2. 2... 14,50 14,41 
el. Histidn . . . . 2,45 3,99 eee 
g2.Llysn . . . 10,07 7,51 agi em 
(13. Ammoniak-N . 1,81 2,05 LY : 
._ Ks zeigen also nicht nur die Zahlen der Elementaranalysen, 
_ BP sondern auch die Zahlen fiir die einzelnen EiweiBspaltstiicke | 
Md . 5 . e . . ee Pa 
ine weitgehende Ubereinstimmung. Diese ist um so auf- ied 
. ; 2° 
) Diese Zs. Bd. 181, S. 157 (19283). 4 
oy 
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fallender, als die Bestimmung der Monoaminosiuren ja eigent. 
lich gar keine quantitative Methode ist. Wenn hier geringe 
Differenzen in den beiden Substanzen aufgefunden sind, an 
spielen sie nach unserer Ansicht gar keine Rolle. Hs sind jg 
auch eine ganze Anzahl von Aminosduren itiberhaupt nicht 
bestimmbar gewesen, wohl weil sie in gar zu geringer Menge 
in den Ausgangsmaterialien vorkommen. Jedenfalls weisen 
aber gerade die Kérper, die am genauesten quantitativ zu 
bestimmen sind, auch die gré8te Ubereinstimmung auf. Ks 
liegt nahe, hieraus den Schlu8 zu ziehen, da8 urspriinglich 
ein und derselbe EiweiBkérper vorhanden gewesen ist und 
daB die Hischalen nur die unléslich gewordene Modifikation 
des KiereiweiBes sind. DaB EKiweiBkérper an und fiir sich 
leicht unléslich werden, ist eine altbekannte Erscheinung der 
physiologischen Chemie; hier ware zum ersten Male ein Fall 
gefunden, in dem die Natur diese Eigenschaft der KiweiBkorper 
biologisch verwertet. Die Industrie hat schon lange solche 
kiinstlich unléslich gemachten EiweiBprodukte technisch ver- 
wertet und es kann eigentlich gar nicht auffallen, daf die 
Natur auch diese Eigenschaft der Kiwei®kérper ausnutzt. Wenn 
man mehr auf solche Falle achtet, wird man gewif noch 
andere Beispiele dieser Art finden und es ist wahrscheinlich, 
daB dann auch ein besseres Verstiindnis derjenigen Gruppe 
von Eiweifkérpern méglich sein wird, die heute in der Gruppe 
der Albuminoide, GeriisteiweiBkérper oder unter einer dbnlichen 
Bezeichnung vereint werden. Die Unldslichkeit dieser Stofle 
ist bisher eigentlich das einzige Charakteristikum, das ihnen 
gemeinsam ist, wenn man davon absieht, da8 in manchen ei 
auffallender Reichtum von niederen Aminosiuren gefunden ist. 
Ks sind hier aber wohl die heterogensten Kérper zusammen- 
gebracht und die vorliegenden Untersuchungen geben eine 
Fingerzeig, wie auch in diese scheinbar ziemlich unzugingliche 
Gruppe von KiweiBstofien Beziehungen zu anderen, léslichen 
KiweiBkérpern gebracht werden kénnen. 








Versuche iiber die Darstellung von Verbindungen von 
Diketopiperazinen mit Aminoséiuren bzw. Polypeptiden. 
I]. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und Emil Klarmann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a, S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 205. Februar 1924.) 


Wir konnten kiirzlich mitteilen'), daB es leicht gelingt, 
Glycinanhydrid mit Chloracetylchlorid zu kuppeln. Man erhilt 
in guter Ausbeute 1,4-Di(s\chloracetyl-2,5-Diketopiperazin. Wir 
haben die Darstellung dieses Kérpers wiederholt mit dem 


gleichen Erfolg durchgefiihrt. Versuche, andere Anhydride, 


3 | wie zum Beispiel Alanyl-glycinanhydrid und Leucyl-glycin- 


anhydrid mit Chloracetylchlorid und auch anderen Halogen- 
acylchloriden in Reaktion zu bringen, schlugen fehl. Es lieB 
sich jedesmal das Diketopiperazin fast quantitativ in unver- 
indertem Zustande zuriickgewinnen. Die Bedingungen, unter 
denen der Versuch der erwihnten Kuppelung durchgefiihrt 
wurde, waren zuniichst dieselben, wie bei jenen Versuchen, 
bei denen Glycinanhydrid und Chloracetylchlorid zur Reaktion 
gebracht wurden. Ks gelang auch nicht, durch Abanderung 
der Methode Erfolge zu erzielen. Es ist gewiB nicht ohne 
Interesse, daB Glycinanhydrid in seinem ganzen Verhalten aus 


/ der Reihe der iibrigen Diketopiperazine heraustritt. 


Wir haben weiterhin Glycinanhydrid mit «-Bromiso- 
capronylchlorid gekuppelt. Wir erhielten die erwartete 


') Diese Zs. Bd. 129, S. 320 (1922). 
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Verbindung, d. h. es traten in das Molekiil des Glycinanhydrids 
zwei Bromisocapronylreste ein. Der erhaltene Kérper hat alley 
Wabhrscheinlichkeit nach die folgende Konstitution: 


H .: ‘ ‘ ‘ oN CO-CH.~ , ’ | CH, 
ee i al at een | 


Br Br 

Ks kime nur noch eine Bindung an die Carbonylgrupye 
in Frage. Die Besetzung dieser Gruppe erscheint uns im 
vorliegenden Fall aus verschiedenen Griinden nicht wahr. 
scheinlich. 

Wir haben versucht, den erhaltenen Bromkoérper durch 
Einwirkung von Ammoniak in das Dileucylprodukt iiberzufiihren, 
Ks lieB sich jedoch die erwartete Verbindung nicht isolieren, 
vielmehr gewannen wir Glycinanhydrid zuriick. Daneben eut- 
stand offenbar Leucinamid. Nach dieser Feststellung haben 
wir das Verhalten des Dichloracetyl-glycinanhydrids gegen 
Ammoniak erneut untersucht. Ks zeigte sich, daB bei der 
Kinwirkung alkoholischen Ammoniaks Glycinanhydrid zuriick- 
gebildet wird. Die friihere Mitteilung, wonach Diglycyl- 
glycinanhydrid gebildet wird, ist in Frage gestellt. 
Es entsteht ohne Zweifel eine Verbindung, die eine auffallend 
starke Biuretreaktion gibt. Ferner entsteht ein Korper, der 
eine deutlich alkalische Reaktion zeigt. Wir haben uns iiber- 
zeugt, daB nicht die Bildung von Chloracetylamid bzw. Glycit- 
amid die Ursache der starken Biuretreaktion sein kann. Auch 
bei der Kinwirkung von wabrigem Ammoniak auf Dichloracety!- 
glycinanhydrid erfolgt sehr rasch das Auftreten einer roten 
Biuretreaktion. Der Umstand, daB das seinerzeit isolierte 
Produkt alkalisch reagierte und sich schon um 220° herun 
zersetzte, und ferner eine aut das erwartete Produkt git 
stimmende Analyse ergab, schien den Schlu8 zu rechtfertigen, 
daB das erwartete Diglycylprodukt gebildet worden war. Als 
eine weitere Bestitigung erschien uns zunichst die Beob- 
achtung, daB das gewonnene Produkt unter Kinwirkung vou 
Alkali das Dipeptid Glycyl-glycin liefert. Nun zeigt das 
Glycinanhydrid eine elementare Zusammensetzung, die der- 
jenigen des gesuchten Kérpers sehr nahe steht. Es unterlieg! 





i —_ =~ Pe res i 








df 


Versuche iiber die Darstellung von Verbindungen usw. 201 


fir uns keinem Zweifel, daB das Problem, Aminosiuren mit 
Diketopiperazinen zu kuppeln, noch ungelést ist. Die auBer- 
ordentlich leichte Spaltung der Halogenacylderivate des Glycin- 
anhydrids fiihrt zu der Frage, ob im KiweiBmolekil Ver- 
bindungen der angestrebten Art vorkommen. Es muBb weiterhin 
versucht werden, auf anderem Wege Aminosduren mit Diketo- 
piperazinen in Verbindung zu bringen. Wir haben in einer 
anderen Mitteilung') unter Hinweis auf die wichtige Arbeit 
von Karrer, Grainacher und Schlosser’) bereits auf Még- 
lichkeiten, wie Diketopiperazine im Eiwei8molekiil verankert 
sein kénnten, hingewiesen. Auch dann, wenn die von uns in 
Erwigung gezogene Bindungsart von Aminosiuren mit Diketo- 
piperazinen nicht in Frage kommt, bleibt dennoch die Még- 
lichkeit, daB solche Ringe im EiweiBmolekiil enthalten sind. 
Ks diirften dann, wie auch Karrer und seine Mitarbeiter ver- 
muten, Oxysaéuren eine bedeutungsvolle Rolle spielen. 


Darstellung von 1,4-Di-(a-bromisocaprony]l)-2, 5-diketopiperazin. 

2g Glycinanhydrid werden mit 11g «-Bromisocapronyl- 
chlorid in einem kleinen Kélbchen iibergossen. Dann gibt 
man einige Tropfen Thionylchlorid hinzu, was die Reaktion 
erleichtert. Nun wird mit einem Riickflu8kiihler verbunden 
und so lange iiber kleiner Flamme gekocht, bis beinahe das 
ganze Anhydrid in Lésung gegangen ist, was in der Regel 
etwa 5—6 Stunden dauert. Ein langeres Kochen fihrt sehr 
leicht zur Verharzung. Nun wird, ohne da man erkalten 
li8t, durch ein Trichterchen mit Glaswolle in etwa 100 ccm 
Ather gegossen, wobei energisch umgeriihrt wird. Sollte die 
Reaktionsfliissigkeit vorher erstarren, so bringt man sie durch 
vorsichtiges Erwirmen zum Schmelzen. Schon nach kurzer 
Zeit fallt ein weiBes krystallinisches Pulver aus, dessen Menge 
schnell anwichst. Nun wird auf 0° C abgekihlt, abfiltriert, 
mit Ather gewaschen. Zur Analyse wird aus Alkohol um- 
krystallisiert. Schmelzp. (unkorr.) 145° C. 


1) Emil Abderhalden, Emil Klarmann und Ernst Schwab, 
Diese Zs. Bd. 135, 8. 184 (1924). 
%) Vgl. Helvet. Chem. acta Bd. 6, §. 1108 (19238). 





